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緒論
コレステロールは脊椎動物に見いだされる代表的なステロールであり，細胞の膜成
分やステロイドホルモンの材料となる生命機能維持に不可欠な脂質である.コレステ
ロールは主として肝臓における生合成または小腸からの食餌性コレステロールの吸収
により供給される.合成または吸収されたコレステロールは血液中のリポタンパク質
を介して他の組織に輸送される.一方，生体内のコレステロールはそのステロイド骨
格の 3位に水酸基を持つ遊離型と，この水酸基を長鎖脂肪酸に置換したエステル型の
2種類がある.遊離コレステロールは極性脂質であり，リン脂質とともに生体膜の構
成成分となっている.一方，コレステロールエステルは非極性脂質(中性脂質)であ
り，細胞内でのコレステロールの貯蔵およびリボタンパク質の構成成分としてコレス
テロールの輸送に使われる.極性脂質である遊離コレステロールの過剰は生体膜流動
性の変化等を引き起こすため生体に有害である(1)・コレステロールのエステル化は
これを回避するためのいわゆるコレステロール恒常性機能と考えられる.細胞内にお
ける遊離コレステロールからコレステロールエステルへの転換反応はアシル CoA:
コレステロールアシルトランスフエラーゼ (ACAT，EC 2.3.1.26) により触媒される
(Fig. 1) (2). 
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Fig.l Enzymatic reaction of acyl-CoA:cholesterol acyltransferase (ACAT). 
ACATは肝臓，小腸粘膜，ステロイド産生細胞(副腎皮質等)および、マクロファー
ジ等の粗面小胞体に存在するととが知られており，各組織におけるコレステロール代
謝において重要な役割を果たしている (Pig.2) (2). 
小腸において ACATは食餌性コレステロールの吸収に関与している.食餌性コレ
ステロールは遊離コレステロールとして小腸粘膜細胞に吸収された後， ACATにより
エステル化され，リボタンパク質の一種であるカイロミクロンに組み込まれる.カイ
ロミクロンはリンパ管へ分泌され，その結果，食餌性コレステロールは体内に吸収さ
れる.カイロミクロンはリンパ管から静脈へ移行した後，カイロミクロンレムナント
に代謝され，レムナント受容体を介して肝臓に取り込まれる(2).
肝臓はコレステロール代謝の中枢組織であり，肝臓における ACATは超低比重リ
ボタンパク質 (VLDL)の形成・分泌に関与していると考えられている.肝臓には小
腸ならびに血中の低比重リポタンパク質 (LDL)等のリボタンパク質由来の外因性コ
レステロール供給の他，内因性のコレステロール生合成による供給経路も存在する.
これら内因性または外因性のコレステロールは肝臓の ACATによりエステル化され
VLDLに組み込まれた後，血中に分泌される(2). VLDLは血中で段階的に LDLに代
謝される.LDLはLDL受容体を介して末梢組織にコレステロールを供給する.
副腎皮質等のステロイド産生細胞では LDL由来のコレステロールが ACATによっ
てエステル化され，ステロイドホルモン合成原料として細胞内に貯蔵される (2，3). 
マクロファージにおいて ACATはコレステロールの蓄積，すなわちマクロファー
ジの泡沫化に関わっており，動脈硬化初期病変の形成に関与している.血中の LDL
は血管内皮細胞等から発生する活性酸素により酸化的修飾を受け，酸化 LDL(Ox-
LDL)等の化学修飾 LDLとなる.血管壁に存在するマクロファージはスカベンジャ
ー受容体を介して化学修飾 LDLを細胞内に取り込む.スカベンジャー受容体は LDL
受容体と異なってダウンレギュレーションを受けないため 化学修飾 LDLは際限な
くマクロファージに取り込まれる.取り込まれた化学修飾 LDLのコレステロールエ
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Chol:コレステロール， Chol-E:コレステロールエステル， Fぐhol:遊離
コレステロール， CM:カイロミクロン， CMR:カイロミクロンレムナン
ト， VLDL:超低比重リポタンパク質， LDL:低比重リポタンパク質，
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受容体， Ox-LDL:酸化LDL.
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ステルは細胞内で脱エステル化された後， ACATにより再エステル化され，脂肪滴と
して細胞質に蓄積する.その結果マクロファージは泡沫化し，動脈硬化病変を形成す
る (2).
最近，ヒト白血病細胞株 THP-lから ACAT遺伝子がクローニングされ (4)，その
後，マウス(5)，ハムスター(6)，ラット(7)の全長および、ウサギの部分長(8)のcDNAも
クローニングされた.とれらの実験動物の ACATはアミノ酸配列でヒトと 80%以上
の相向性が認められている.一方， ACATノックアウトマウスにおいて副腎およびマ
クロファージの ACAT活性は消失したが，肝臓ならび、に小腸の ACAT活性は変化し
なかったととから，複数の ACAT遺伝子の存在が示唆された(9).その後，ヒト(10)，
アフリカミドリザル(11)およびマウス(12)において肝臓および小腸等で発現している
新たな ACAT遺伝子がクローニングされた.現在では，マクロファージおよび冨rJ腎
等で発現しているものが ACAT-1，肝臓および、小腸等で発現しているものが ACAT-2
と呼ばれている.肝臓および小腸では ACAT-1も発現しているが m悶可A量と組織
タンパク質当たりの ACAT活性等から，これらの組織における ACAT活性は ACAT-
2によるととが推察される(10'"-'13). その一方で，ヒト肝臓に関しては ACAT-1が主
であるとの報告(14)もあり， ACAT-1および ACAT-2の発現 ・機能の組織による違い
については今後の詳細な検討が必要である.
一方，近年，わが国をはじめとする先進国では心筋梗塞や脳血管梗塞等の虚血性疾
患による死亡率が増加し，その治療は医療において重要な分野となっている(15). 高
脂血症は虚血性疾患の原因の一つである動脈硬化症と密接に関与しており，最も重要
な危険因子である.とりわけ高コレステロール血症は多くの疫学調査から動脈硬化性
疾患の独立した危険因子とされている(16).高脂血症では血中に LDLが長く滞留し，
血管内皮細胞等に由来する活性酸素により酸化を受ける機会が多くなる.その結果，
発生した多量の化学修飾 LDLを血管壁のマクロファージが取り込むため，動脈硬化
症を発症しやすくなる(17).現在，高脂血症治療薬としてプラパスタチン等のコレス
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テロール合成を阻害する 3ー ヒドロキシ-3-メチルグルタリル CoA(HMG-CoA)還元
酵素阻害薬，ならびに肝臓におけるコレステロールおよびトリグリセリド (TG)合
成を阻害し，また VLDLの異化を促進するフィブラート系薬剤等が主に使用されて
いる.その一方で，新しい作用機序を持つ薬剤の研究開発も進められている.その中
で，最近，高脂血症だけでなく動脈硬化症に直接関与していると考えられる ACAT
の阻害薬が注目され，多くの ACAT阻害作用を持つ化合物が報告されている(18，19)・
現在知られている ACAT阻害薬は大きくアミド誘導体 (58-035(サンド)(20)， CI-976 
(ワーナー・ランパート)(21)， HL-004 (大正製薬)(22)等)，ウレア誘導体 (CL277，082 
(レダリー)(23)， YM-17E (山之内製薬)(24)等)およびイミダゾール誘導体 (E5324
(エーザイ)(25)等)の 3種類に分類される.これらの化合物は invitroならびに invivo 
実験系で優れたコレステロール低下作用，動脈硬化抑制作用および抗動脈硬化作用を
有している.
1996年，山田ら(26)は合成した一連の新規シクロヘキシルウレア誘導体について in
vitroにおけるウサギ肝臓ミクロソーム ACAT阻害作用 (50%抑制濃度 CIC
50
))およ
びコレステロール負荷ラットにおけるコレステロール低下作用(血清コレステロール
低下率)を検討した.モノウレア体に比べ，ジウレア体は ACAT阻害活性が強力で
あった.ジウレア骨格の置換基 R]については分岐アルキル基 (NTE-127)等と比較
して炭素 5以上の環状アルキル基 (C5: NTE-124， C6: NTE-122， C7: NTE-102)が
強力な ACAT阻害作用および血清コレステロール低下作用を示した.置換基 R
2は 4
位アミノ基を有するフェニル化合物 (NTE-102，NTE-122， NTE-124等)がより有効
であった (Table1).ジウレアの結合様式による活性はシクロヘキサン環に対して
1 ，4-trans> 1 ，4-cis> 1 ，3-trans> 1，2-transの順に有効性を示した.中でも 1，4-仕組Sジウレ
ア体である trans-1，4-bis{ [1-cyclohexyl-3-( 4-dimethylaminophenyl)ureido ]methyl }cyclo-
hexane (NTE-122; Fig. 4)が ACAT阻害活性および血清コレステロール低下作用に
おいて優れた特性を有していた(26).
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Table 1 Effects of NTE compounds on microsomal ACAT activity in rabbit liver and 
serum cholesterol level in cholesterol-fed rats 
CH3 Amide derivatives 
O 
R陀2、N人N/均ルι久，ん ，
口1 H 
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Fig. 4 Chemical structure of NTE-122. 
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本研究において，著者は NTE-122の詳細な薬理学的特性(コレステロール低下作
用，抗動脈硬化作用)を解明することを目的として， NTE-122による無細胞系およ
び培養細胞系における ACAT阻害作用と酵素阻害作用の特異性， ACAT阻害作用に
よる肝臓，小腸およびマクロファージのコレステロール代謝の変化ならびにコレステ
ロール負荷動物(ラット，ウサギ)におけるコレステロール低下作用を検討した.本
論文では，研究内容を5章に分けて記述した.
第1章では， NTE-122の無細胞系，培養細胞系におけるヒトおよび実験動物(マウ
ス，ラット，ウサギ)由来 ACATに対する阻害作用ならびにその阻害様式，酵素阻
害作用の特異性を検討した.
第2章では，ヒト肝癌細胞 HepG2を用いて， NTE-122の肝細胞におけるアポリポ
タンパク B含有リボタンパク質および胆汁酸分泌に対する作用を検討した.
第3章では，メンブレンフィルター上に培養したヒト結腸癌細胞CaCo・2を用いて，
NTE-122の小腸粘膜における脂質吸収に対する作用を検討した.
第4章では，フォルボールエステル (PMA)処理ヒト単球性白血病細胞 THP-lを
用いて， NTE-122のマクロファージの泡沫化および、高比重リボタンパク質 (HDL)
誘導脱泡沫化に及ぼす作用を検討した.
第5章では，コレステロール負荷ラットおよびウサギを用いて， NTE-122のinνivo 
におけるコレステロール低下作用を検討した.
8 
第 1章 ACAT阻害作用と他の脂質代謝酵素活性に対する作用
1 .緒言
最近， ACATにおいて ACAT-1およびACAT-2の2種類のアイソザイムが確認され
た. ACAT-1はマクロファージ，骨j腎皮質等の組織で発現・機能しており， ACAT-2 
は肝臓および小腸におけるコレステロールのエステル化に寄与していることが示唆さ
れている(10---12). また，ヒト(4)とマウス(5)，ハムスター(6)ならびにラット(7)の
ACAT-l cDNA配列の比較から，それらのアミノ酸配列がヒトと他のほ乳類の問で80%
以上相同であるが，相違部分の多くがアミノ末端側に局在することが認められている.
しかし，これ以外の種差に関する知見は乏しい.本章では，まず invitroにおける新
規 ACAT阻害薬 NTE-122の ACAT阻害作用について，種および組織・細胞 (ACAT
アイソザイム)における感受性の差異をヒト培養細胞(ヒト肝細胞癌株 HepG2，ヒ
ト結腸癌株 CaCo-2，ヒトマクロファージ系培養細胞 PMA処理 THP-1)，ウサギ組織
(肝臓，小腸，大動脈)，ラット組織(肝臓，小腸)，マウス組織(肝臓)ならびにマ
ウス培養細胞(マクロファージ細胞株J774.1)から調製したミクロソームを用いて検
討し，他の ACAT阻害薬， E5324ならびに CI-976と比較した.また， HepG2細胞，
CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞，ラット腹腔マクロファージおよび J774.1細胞
の培養系に NTE-122を加え，細胞コレステロールエステル化活性を指標として細胞
ACAT活性に対する阻害作用を検討した.次に， HepG2細胞およびPMA処理 THP-1
細胞のミクロソーム ACAT活性に対する NTE-122の阻害様式を Lineweaver-Burkプロ
ットにより検討した.さらに，他の脂質代謝酵素， HMG-CoA還元酵素，アシルCoA
合成酵素，酸性コレステロールエステラーゼ (aCEase)，中性コレステロールエステ
ラーゼ (nCEぉe)，レシチン:コレステロールアシルトランスフエラーゼ (LCAT)， 
アシルCoA: sn-ク、リセロール-3-リン酸アシルトランスフエラーゼ (AGAT)ならび
にコレステロール7α一水酸化酵素に対する NTE-122の作用を検討した.また， HepG2 
9 
細胞を用いて細胞レベルでの TG，リン脂質 (PL)およびコ レステロール生合成に対
する NTE-122の作用についても検討した.
2.実験材料ならびに実験方法
2. 1.使用薬物
NTE-122， E5324 (25)および CI-976(21)は日清食品 (株)中央研究所において合成
されたものを使用した.[1_14C]オレオイルCoA(2.00"-'2.22 GBq/mmoI) ，コレステリ
ル [1_14C]オレイ ン酸 (2.07GBq/mmoI)， [9，10(n)_3H]オレイン酸 (370GBqltmnol)， 3ー
ヒドロキシ-3-メチル [3_14C]グルタリルCoA([3_14C]HMG-CoA; 2.22 GBq/mnoOな
らびに[1_14C]酢酸ナトリウム (2.11GBq/mmol)はAmersham社製のものを使用した.
[1 ，2-3H(N)]コレステロール (1720.5GBq/nmoI)， L-['4C(U)] -グリセロール 3ーリン酸
(5.7 GBq/mmoOおよび [1_14C]パルミチン酸 (0.31GBq/mmoI)はNewEngland Nuclear 
社製のものを用いた.リボタンパク質除去ウシ血清 (LPDS)およびアセチル化 (Ac-)
LDLはBiomedica1Technology社製のものを，ウシ胎児血清 (FBS)はFil仕on社製ま
たは PAA Laboratories社製のものを使用した.イーグル最少必須 (MEM)培地，ダ
ルベッコ改変イーグル (D~在EM) 培地， RPMI1640培地， 199培地，ハンクス緩衝塩
溶液 (HBSS)， Ca・Mg不含ダルベッコ改変リン酸緩衝塩溶液 (PBS(-))，ペニシリ
ン，ストレプトマイシン，非必須アミノ酸 (NEAA)ならびにピルビン酸 (Pyr)は
Gibco BRL社製のものを， Brij96はSigma社製のものを用いた.フォルボール 12一ミ
リステート 13-酢酸 (PMA)はナカライテスク社製のものを，アクアゾル 2および
ピコアクアは Packard社製のものを使用した.他の試薬は全て市販の特級試薬を使用
した.
2. 2.実験動物および飼育条件
雄性 ICR系マウスおよび雄性 Sprague-Dawley(SD)系ラットは日本チヤールス・
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リバー社 (東京)より，雄性日本白色種(川1)ウサギは北山ラベス社(長野)より
購入した.動物は室温 23.5+20C，湿度 55+10%および 12時間明 (8"-'20時): 12時
間暗 (20"-'8時)の条件下で飼育し，マウスおよびラットの場合は通常飼料CRF-1(オ
リエンタル酵母社製)を自由摂取させ， ウサギの場合は通常飼料 RC-4(オリ エンタル
酵母社製)を 1日100g与えて予備飼育した後， 実験に使用した.
2. 3.使用細胞株および培養条件
ヒト肝細胞癌株 HepG2，ヒト結腸癌株 CaCo-2ならびにヒト単球性白血病細胞株
THP-1は大日本製薬より購入した.HepG2細胞は 10%FBS， 50 units/mlペニシリン，
50ぃg/mlストレフトマイシン， 1%NEAAおよび 1mM Pyr添加MEM培地(以下， 10% 
FBS添加 MEMlNEAAlPyr培地と記す.)中で継代維持した CaCo-2細胞は 10%FBS， 
50 units/mlペニシリン， 50μダmlストレプトマイシンおよび 1%NEAA添加DMEM
培地(以下， 10% FBS添加 DMEMlNEAA培地と記す.)中で継代維持した.THP-1 
細胞は 10%FBS， 50 units/mlペニシリ ン，50μg/mlストレプトマイシンおよび 1mM
Lメルカプトエタノール (2-恥伍)添加 RPMI1640培地(以下， 10% FBS添加 RP恥但
164012-ME培地と記す.)中で継代維持した.THP-1細胞を接着させ，マクロファー
ジヘ分化させる場合は， THP-1細胞を 400ng/ml PMAを含む培地に 1X 106個/mlの濃
度で播種し， 3日間培養した.マウスマクロファージ細胞株J774.1は理研細胞銀行(筑
波)より分与されたものを使用し， 10% FBS， 50 units/ml ペニシリンおよび50μg/ml
ストレプトマイシン添加 DMEM培地(以下， 10% FBS添加DMEM培地と記す.)中
で継代維持した.これらの細胞の培養は 370C，飽和湿度および5%CO2の条件下で行
った.
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2. 4. ACAT活性測定
2. 4. 1. ミクロソーム調製
動物組織(マウス，ラットおよびウサギ肝臓，ラットおよびウサギ小腸粘膜，ウ
サギ大動脈)由来ミクロソームは以下の方法で調製した.雄性爪rウサギ (2.0"'--2.5kg) 
は 1%コレステロール添加 RC-4で，肝臓および小腸粘膜調製の場合は 8週間，大動
脈調製の場合は 18週間飼育した.雄性 ICR系マウス (20"-'25g)ならびに雄性 SD
系ラット (200"-'250g)は 1%コレステロール， 0.5%コール酸および 5%オリーブ油
添加 CRF-1で2週間飼育した.各動物を 24時間絶食した後，マウスおよびラットは
エーテル麻酔下で，ウサギはペントバルビタール (30mg/kg， i.v.)麻酔下で放血致
死させ，肝臓，小腸，大動脈の各組織を摘出した.小腸ならびに大動脈は0.9(YoNaCl 
で洗浄後，各々小腸粘膜，大動脈内膜を剥離した.これらを 0.154M リン酸カリウム
緩衝液 (pH7.4)中で破砕し 1，0∞Xg，40Cで 15分間遠心分離した.上清を 12，∞o
Xg， 40Cで 15分間遠心分離後，上清をさらに 105，000X g， 40Cで 1時間遠心分離した.
沈殿として得られたミクロソームを 0.154M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)に懸、濁
した.
培養細胞 (HepG2細胞， CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞， J774.1細胞)由来
ミクロソームの調製法は以下の通りである.HepG2細胞は5μg/rnl25-ヒドロキシコ
レステロールで 5時間， CaCo-2細胞は 5問/rnl25-ヒドロキシコレステロール'および
10μg/rnlコレステロールで5時間処理した.PMA処理THP-l細胞は20μg加1 Ac-LDL 
を含む5%LPDS添加RPMI164α2-恥伍培地中で6日間，J774.1細胞は50μg/mlAc-LDL
を含む 5%LPDS添加 DMEM培地中で 3日間培養した.これらの細胞を PBS(一)，次
いで低調液 (0.04M KH2P04， 0.05 M KCl， 0.03 M EDTA (pH 7.2) )で洗浄した後，
低調液中で破砕した.各細胞破砕液を 1，0∞Xg，40Cで5分間遠心分離後，上清を 9，0∞
Xg， 40Cで 10分間遠心分離し，得られた上清をさらに 105，000X g， 40Cで 1時間遠心
分離した.沈殿として得られたミクロソームをしょ糖緩衝液 (0.25M しょ糖， 0.04M
12 
KH2P04， 0.05 M KCl， 0.03 M EDTA (pH 7.2))に懸濁した.
ミクロソーム画分は Lowryらの方法(27)に従ってタンパク質濃度をウシ血清アル
ブミン (BSA)を標準タンパク質として測定後，使用するまで-800Cで凍結保存した.
2. 4. 2. ACAT活性測定
Heiderらの方法(28)に準じて行った.20μMBAS (脂肪酸不含)， 10"-' 1 00μg/rnlミ
クロソームおよび各濃度の被験物質のジメチルスルホキシド (DMSO)溶液(最終
DMSO濃度 1%)を含む0.154M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)より成る反応液 450
ドIを370Cで5分間インキュベー卜した.反応液に 3611M [l_14C]オレオイルCoA50μl
を添加し，さらに実験動物組織由来ミクロソームおよび J774.1ミクロソームの場合
は 5分間，その他の場合は 10分間インキュベートした.反応液にコレステリルオレ
イン酸 80μgを含むクロロホルム:メタノール (2:1，v/v)混液 5.2rnlを添加して反
応を停止し，クロロホルム層を超純水，次いで0.9%NaClで洗浄した.クロロホルム
層を窒素気流下 600Cで蒸発乾回した後，脂質を nー ヘキサンまたはトルエン 40μlに
溶解，薄層クロマト板(1LCaluminum sheets 20 X 20 cm Silica gel 60 ; Merck社製)
に塗布し n-ヘキサン:ジエチルエーテル:酢酸 (80:20:1， v/v/v)混液にて展開し
た.薄層クロマト板を 2%ヨウ素の噴霧により呈色した後，コレステロールエステ
ルの領域を切り抜き，放射活性を液体シンチレーションカウンター(LC1801 ; Beckman 
社製またはTRI-CARB2700TR ; Packard社製)で測定した.液体シンチレーターはア
クアゾル2を使用した.
阻害様式は各濃度のオレオイルCoAに対する Lineweaver-Burkプロットにより解析
し，阻害定数(Ki)を Dixonプロットにより求めた.
2. 5. ラット腹腔マクロファージの調製
興の方法(29)に準じて行った.雄性 SD系ラット (250"-'280g)を断頭屠殺した後，
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370Cのヘパリン 10units/ml添加 HBSS20 mlを腹腔内に注入し，腹壁を 2分間マッサ
ージした.その後，開腹して腹腔内液を回収し， 250Xg， 40Cで 10分間遠心分離した.
得られた細胞を HBSSで洗浄した後， 10% FBS， 50 units/mlペニシリンおよび、50μg/ml
ストレプトマイシン添加RPMI1640培地(以下， 10% FBS添加 RPMI1640培地と記
す.)に浮遊させた培養用 12well plateに細胞を 3X 106個/well播種し， 10% FBS添
加RPMI1640培地 1mI中で 1時間， 370C， 5% CO2飽和湿度下で培養した後，PBS(-) 
で 3回洗浄し，付着細胞としてラット腹腔マクロファージを得た.培地を 5%LPDS 
添加RP阻 1640培地に交換し， 18時間培養した後，実験に供した
2. 6.細胞コレステロールエステル化活性(細胞 ACAT活性)測定
HepG2の場合はSalisburyらの方法(30)に準じて行った.HepG2細胞を培養用 12well 
plateに1X 106個/well播種し， 10% FBS添加MEMlNEんoVPyr培地 1ml中で2日間培
養した.培地を 5%LPDS添加MEM小fiAAfPyr培地に交換し，さらに 18時間培養し
た.細胞を PBS(一)で洗浄した後， 25-ヒドロキシコレステロール 5ドダmlを含む 5%
LPDS添加MEMlNEAAfPyr培地 0.9mlをwellに加え 2.5時間培養した.
CaCo-2の場合は Fieldらの方法(31)に準じて行った. CaCo-2細胞を培養用 12well 
plateに5X105個Iwell播種し， 10% FBS添加D恥伍MlNEAA培地 1ml中で 10日間培
養した.細胞を PBS(一)で洗浄した後， 0.2 mMコレステロール， 5mMタウロコール
酸ナトリウムおよび0.05mM L一αー フォスファチジルコリンを含む 1mM HEPES添
加 199培地 0.9mlをwellに加え 2.5時間培養した.
PMA処理 THP-1，ラット腹腔マクロファージおよび J774.1の場合は Kogushiらの
方法(25)に準じて行った.THP-1細胞は培養用 12well plateに1X 106個Iwell播種し，
上記の方法で PMA400 ng/llUとともに 3日間処理することによりマクロファージ化し
た.PMA処理 THP-1細胞を PBS(-)で3回洗浄した後， 5% LPDS添加 RPMI1640/2-
L伍培地中で 18時間培養した細胞を PBS(一)で洗浄した後， Ac-LDL 50μg/mlを含
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む上記培地 0.9mIをwellに加え 5時間培養した.ラット腹腔マクロファージは上記
の方法で調製後，Ac-LDL50μg/mlを含む 5%LPDS添加RPMI1640培地 0.9mlをweIl
に加え 5時間培養した.J774.1細胞は培養用 12well plateに1X 106個/well播種し， 10%
FBS添加DMEM培地 1ml中で 24時間培養した後，培地を 5%LPDS添加DMEM培
地に交換し，さらに 18時間培養した細胞を PBS(一)で洗浄した後， Ac-LDL 50μg/ml 
を含む上記培地 0.9mlをwellに加え 5時間培養した.
これらの培養系に 1%DMSO含有培地に溶解した被験物質溶液 0.1mlをwelIに加
え， 30分間培養した.その後， 5 mM eH]オレイン酸-12%BSA (296恥佃q/mmoIof 
oleate) 20μlをwellに加え，さらに 2時間培養した.各細胞を 0.2%BSAJPBS(一)で2
回，次いで PBS(一)で 1回洗浄した後 n-ヘキサン:イソプロピルアルコール (3:2，
v/v)混液 0.5mlを加え，室温で 15分間放置して脂質を抽出した.抽出操作を 2回
行った後，抽出液にトリオレイン，コレステリルオレイン酸およびL-αーフォスフア
チジルコリンを各々 50附加え蒸発乾回した.n-ヘキサン 40μlを添加して脂質を溶
解し， ACAT活性測定の場合と同様，薄層クロマト法でコレステロールエステル， TG 
ならびに PLを分離し，放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した.液
体シンチレーターはアクアゾル2を使用した.比活性 (296恥ffiq/mmolof oleate)か
ら生成したeH]コレステロールエステル， eH]TGおよびeH]PL量を求めた.細胞残
溢に 0.1N NaOH 0.5 mlを加え室温で30分間放置してタンパク質を可溶化後，タンパ
ク質濃度を定量し， eH]コレステロールエステル， eH]TGならびに[3H]PLの生成量
を補正した.
2. 7. HMG-CoA還元酵素活性測定
Kanekoらの方法(32)に準じて行った.HepG2細胞を 5mMEDTAおよび200mMKCl 
を含む 50mMリン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)と 5%B吋96の20: 1 (v/v)混液に懸
濁し， 37
0
Cで 10分間インキュベートした.との懸濁液を 12，OOOXg，40Cで 15分間遠
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心分離し，上清として細胞可溶化液を調製，タンパク質濃度を測定した. HepG2細
胞可溶化液タンパク質 0.5mg/ml， 20 rnM D-グルコースーかリン酸， 2.5 mM酸化型
ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 (s-NADP)， 0.5単位/ml グルコー
ス-6-リン酸脱水素酵素， 4mMジチオトレイトール (DTT)および被験物質の DMSO
溶液(最終DMSO濃度 1%) を含む 100mMリン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)より成
る反応液を調製し， 370Cで5分間インキュベートした.30μM [3_14C]HMG-CoAを 10
μl添加し，全量を 100μlとしてさらに 1時間インキュベートした. 2 N HCIを20μl
添加して反応を停止し，さらに 370Cで 15分間インキュベートした後，メパロノラク
トン 160問を添加した.反応液の 40μlを薄層クロマト板 (1工Cplastic sheets 20 X 20 
cm Si1ica gel 60 F254 p1astic sheets ; Merck社製)に塗布し，ベンゼン:アセトン(1:1， 
v/v)混液で展開した後，分離したメバロノラクトンの放射活性を液体シンチレーシ
ョンカウンターで測定した.液体シンチレーターはピコアクアを使用した.
2. 8.アシルCoA合成酵素活性測定
Banisらの方法(33)に従って行った.5.3 mM MgC12， 22.2 mM ATP， 13.3 mM KF， 0.44 
mM coenzyme A， 13.3 mM 2-ME， 0.133 mMパルミチン酸カリウム， 3.7 kBq/rnl [1_14C] 
パルミチン酸および被験物質の DMSO溶液(最終 DMSO濃度 1%) を含む 55.6mM 
Tris-HCl緩衝液 (pH7.4)から成る反応液 18011を370Cで5分間インキュベートした
後，上記の方法で調製したウサギ肝臓ミクロソーム 10mg/mlを20μl加え反応を開
始した.反応液を 370Cで 2分間インキュベー卜した後，イソプロパノール n-ヘフ。
タン:1 M硫酸 (40:10: 1， v/v/v)混液2.25m1を加えて反応を停止させ nヘブタン
1.5 ml，超純水 lmlを順次加えた. 71<層を 4mg/mlパルミチン酸カリウムを含む n-
ヘブタンで2回洗浄後，ピコアクアと混合し，放射活性を液体シンチレーションカウ
ンターで測定した.
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2. 9. aCEaseおよびnCEぉe活性測定
LIzaらの方法(34)に準じて行った.PMA処理THP-l細胞を 0.25Mしょ糖を含む 10
mM Tris-HC1緩衝液 (pH7.4)中で破砕し，タンパク質濃度を測定した. aCEase活性
測定の場合， 0.25 mM L-α-リゾフォスファチジル-L-セリン， 7.15μMコレステリ
ル [1_14C]オレイン酸， 125 JlM コレステリルオレイン酸， 37.5 Jlg/ml細胞破砕液， 7.5 
mMヒドロキシプロピル-sー シクロデキストリン (HPBCD)および被験物質の DMSO
溶液(最終DMSO濃度 1%)を含む 100mM酢酸緩衝液 (pH4.5)から成る反応液200
ドlを 370Cで 30分間インキュベートした. nCEase活性測定の場合， 2.85μMコレス
テリル [1_14C]オレイン酸， 47.15ドM コレステリルオレイン酸， 0.2mML-αーリゾフ
オスファチジルーL-セリン， 0.25 mg/ml細胞破砕液， 7.5 mM HPBCDおよび、被験物質
のDMSO溶液(最終DMSO濃度 1%) を含む 100mM TrIs-HC1緩衝液 (pH7.0)から
成る反応液 200μ1を370Cで 30分間インキュベートした.反応液に Bel仕age's液(メ
タノール:クロロホルム:n-ヘブタン=1.42: 1.25: 1.00， v/v/v) 3.25 mlを加えて反応
を停止し，さらに 0.1N NaOH 1 mlを加えた後， 1，OOOXgで20分間遠心分離した.
得られた水層をピコアクアと混合し，放射活性を液体シンチレーションカウンターで
測定した.
2. 1 O. LCAT活性測定
Kurodaらの方法(35)に準じて行った雄性 N ウサギ(約 3.0kg)の後耳介動脈よ
り採取した血液にエチレンジアミン四酢酸 (EDTA) を添加後，遠心分離により血柴
を得，遊離コレステロール値を遊離コレステロール E-テストワコー(和光純薬製)
を用いて測定した.ウサギ血紫 100μ1，0.111 kBq [1，2-3H(N)]コレステロール， 2.5% 
BSAおよび 1mM 5，5'-ジチオビス (2-ニトロ安息香酸)を含む 0.154M リン酸カリ
ウム緩衝液 (pH 7.4)よりなる反応液(最終容量 200μ1)を調製し， 370Cで 4時間
インキュベートした.100 mM 2-ME 20μlおよび被験物質の DMSO溶液 2μlを添加，
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370Cでさらに 40分間インキュベートした.反応液にコレステリルオレイン酸および
コレステロールを各々 80μg含むクロロホルム:メタノール (2:1， v/v)混液 5.2ml 
を添加して反応を停止させた.クロロホルム層を超純水で洗浄，蒸発乾固した後，
ACAT活性測定の場合と同様の方法で薄層クロマト法にて分離したコレステロールエ
ステルおよび、遊離コレステロールの放射活性を液体シンチレーションカウンターで測
定した.液体シンチレーターはアクアゾル 2を使用した.LCAT活性 (nmoνr凶血r)
は血衆遊離コレステロール値 (mg/ml) Xコレステロールエステルの放射活性 (cpm)
/(遊離コレステロールの放射活性 (cpm) +コレステロールエステルの放射活性
(cpm)) X 60/40 X 1000/386.64 (コレステロールの分子量)の式(36)より算出した.
2. 1 1. AGAT活性測定
Yamashitaらの方法(37)に準じて行った.雄性 SD系ラット (220"'-'250g)の肝臓を
1 mM EDTA， 5 mM DTT， 50 mM KCl， 50 mM KFおよび300mMしょ糖を含む 40mM
Tris-HCl緩衝液 (pH7.4)中で破砕し， 20，OOOXg， 40Cで20分間遠心分離した.得ら
れた上清をさらに 105，000X g， 40Cで 1時間遠心分離し，沈殿としてミクロソームを
得た.このミクロソームを同緩衝液で洗浄，再懸濁した後，タンパク質濃度を測定し
た.200μダmlラット肝臓ミクロソーム， 10μMパルミトイル CoAおよび被験物質
のDMSO溶液(最終DMSO濃度 1%)を含む 0.154M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) 
を250Cで5分間インキュベートした. 10μML一C4C(U)]-グリセロール 3-リン酸を
添加し，反応液量を 200μ1とし， 250Cでさらに 5分間インキュベートした.反応液
に10mg/mJグリセロール 3-リン酸のメタノール溶液を 2ml加え反応を停止し，次
いでクロロホルム 4mlならびに 0.2N塩酸 1ml加えた.クロロホルム層を 50% メ
タノールおよび0.1N塩酸の混液4mlで3回洗浄，濃縮後，アクアゾル2を加えて
液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定した.
18 
2. 1 2. コレステロール 7α一水酸化酵素活性測定
Kurodaらの方法(35)に準じて行った.雄性 SD系ラット (220"'-'250g) を昼夜逆転
の条件下(16"'-'4時:明)で 10日間飼育した後， 9"'-'10時の間に AGAT活性測定の
場合と同様の方法で肝臓ミクロソームを調製した. 10ドg/m1ラット肝臓ミクロソーム
および、[1，2一世間)]コレステロール-BSA(37 kBq， 25 pmol-0.5% BSA)を含む70mMリ
ン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) 100μlを氷水中で2時間インキュベートした後，被験
物質のDMSO溶液 5μlを加えて370Cで5分間インキュベー卜した.1.25 mM s -NADP， 
2.5 mM D-グルコース-6-リン酸， 10 mM MgC12および5単位/mlグルコース-6-リン
酸脱水素酵素を含む70mMリン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)を加えて全量を 500μ!
とし， 370Cでさらに 10分間インキュベー卜した.反応液に 7α-ヒドロキシコレステ
ロールおよびコレステロールを各々 160問含むクロロホルム:メタノール (2:1，v/v) 
混液 5.2mlを加えて反応を停止し，クロロホルム層を超純水 次いで 0.9%NaClで
洗浄した.クロロホルム層を蒸発乾国後 n-ヘキサン 40μlに溶解，薄層クロマト板
(1LC alurninum sheets 20 X 20 cm Silica gel 60 ; Merck社製)にコレステロール， 7 
α-ヒドロキシコレステロール， 7 s-ヒドロキシコレステロールおよび7-ケトコレス
テロール，各々 40μgとともに塗布し，酢酸エチル n-ヘキサン (8:2，v/v)混液に
て展開した. 7α-ヒドロキシコレステロールならびにコレステロールの放射活性を
液体シンチレーションカウンターで測定した.液体シンチレーターはアクアゾル2を
使用した.コレステロール 7α一水酸化酵素活性はコレステロールから 7α-ヒドロキ
シコレステロールへの変換率 (7α-ヒドロキシコレステロールの放射活性 (dpm)/ 
(コレステロールの放射活性 (dpm)+ 7αーヒドロキシコレステロールの放射活性
(dpm)) )から算出した.
2. 1 3. コレステロール生合成
Nagataらの方法(38)に準じて行った.HepG2細胞を培養用 12well plateに1X 106個
19 
E ~L .. 
Iwellを播種し， 10% FBS添加MEM/NEAAJPyr培地 1ml中で 3日間培養した後，培
地を 5%LPDS添加MEM/NEAAJPyr培地に交換し，さらに 18時間培養した.細胞を
PBS(一)で洗浄した後，被験物質の DMSO溶液を含む 5%LPDS添加 MEMIトJEAAlPyr
培地 1ml (最終DMSO濃度 0.1%) をwellに加え 1時間培養した.次に， 50 mM [2-
14C]酢酸ナトリウム (263.75恥1Bq/mmoI) 20 Jllをwellに加え，さらに 2時間培養し
た.細胞コレステロールエステル化活性測定と同様の方法で細胞より脂質を抽出し，
コレステロールを 80Jlg加えた後，薄層クロマト法でコレステロールを分離し液体シ
ンチレーションカウンターで放射活性を測定した.液体シンチレーターはアクアゾル
2を使用した.比活性から生成C4C]コレステロール量を求めた.細胞コレステロール
エステル化測定の場合と同様の方法で定量した細胞タンパク質量により生成[14C]コレ
ステロール量を補正した.
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3.実験結果
3.1. ミクロソーム ACAT活性阻害作用
ヒト培養細胞 (HepG2，CaCo-2， PMA処理THP-I)，ウサギ組織(肝臓，小腸，大
動脈)，ラット組織(肝臓，小腸)，およびマウス肝臓および培養細胞(J774.1) から
調製したミクロソーム画分における ACAT活性に対する NTE-122の阻害作用を他の
ACAT阻害薬， E5324ならびに CI-976と比較検討した.肝臓については， NTE-122 
のACAT活性阻害作用の IC50値は 1.8'"'--4.4X 10-9 Mであった.NTE-122の効力を E5324
と比較した場合，ウサギではほぼ同等であったが，それ以外では 4.9"'21倍強力であ
った.また， CI-976と比較した場合， NTE-122の効力は3.9"'68倍強力であった (Table
2). 小腸については， NTE-122のACAT活性阻害作用の IC50値は 1.2"'8.2X 10-9 Mで
あった.NTE-122の効力はE5324と比較して，ウサギではほぼ同等であったが， CaCo-2 
細胞では 16倍，ラット小腸では8.2倍強力であった.また， NTE-122の効力を CI-976
と比較した場合，ウサギでは 2.1倍であったが， CaCo-2細胞では 30倍，ラット小腸
では 60倍強力であった (Table3). マクロファージ (PMA処理 THP-1，J774.1)お
よび大動脈(ウサギ)の場合， PMA処理THP-1における NTE-122のIC50{I直は 8.8X 10-10 
M であり，E5324の77倍， CI-976の 170倍の効力を示した.一方， J774.1細胞にお
ける NTE-122のICso値は3.6X10-7 Mであり， E5324およびCI-976とほぼ同程度であ
った.また，泡沫細胞を含むウサギ大動脈における NTE-122のIC50値は 9.6X10-9 M 
であり， E5324ならびに CI-976と比較して各々 7.3倍， 18倍の効力を示した (Table4) . 
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Table 2 Inhibitory e百ectsof NTE-122， E5324 and CI-976 
on microsomal ACAT activities originating from HepG2 
cells and liver from various species 
ICSO (X 10・9M) 
Origin of ACA T 
NTE-122 E5324 CI-976 
Human (HepG2) 1.9 40.0 130 
Rat (Liver) 2.2 13.0 130 
Mouse (Liver) 1.8 8.8 48 
Rabbit (Liver) 4.4 5.8 17 
Table 3 Inhibi tory e妊'ectsof NTE-122， E5324 and CI-976 
on miαosomal ACAT activities originating from CaCo・2
cells and small intestine from rats and rabbits 
ICSO (X 10-9 M) 
Origin of ACAT 
NTE-122 E5324 CI-976 
H uman (CaCo-2) 8.2 130.0 250 
Rat (Small intestine) 1.2 9.8 72 
Rabbit (Small intestine) 7.6 8.0 16 
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Table 4 Inhibitory effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on 
rnicrosomal ACAT activities originating from macrophage celllines 
and rabbit aorta 
ICSO (X 10-9 M) 
Origin of ACA T 
NTE-122 E5324 CI-976 
Human (PMA-treated THP-l) 0.88 68 150 
Mouse (1774.1) 360 280 380 
Rabbit (aorta) 9.6 70 170 
また， NTE-122のHepG2細胞および PMA処理 THP-l細胞のミクロソーム ACAT
活性に対する阻害様式およびKi値を各々 Lineweaver-Burkプロットおよび Dixonプ
ロットにより解析した.その結果， HepG2細胞における阻害様式は基質であるオレ
オイルCoAに対する競合的措抗阻害であり，K.i値は1.3X 10・9Mであった (Fig.5). 
また， PMA処理 THP-1細胞の場合も阻害様式は競合的拾抗阻害であり，K.i値は1.6
X 10・9Mであった (Pig.6). 
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Fig. 5 Lineweaver-Burk plot (a) and Dixon plot (b) of the inhibition of HepG2 
rnicrosomal ACAT activity by NTE-122. 
Fig. 6 Lineweaver-Burk plot (a) and Dixon plot (b) of the inhibition of PMA-
treated THP-l microsomal ACAT activity by NTE-122. 
24 25 
EI.一一一一一一一一一千 =一一一ー一一一一一 ~.l;..;，
口 Control
ベコー NTE・122
一企ー E5324_ーCI-976 
??
?
2.0 
1.6 
1.2 
0.8 
0.4 
? ? ?
?』????。???
?
????
??
? ?
。 ? ?
? ? ? ?
。?
培養細胞におけるコレステロールエステル化活性に対する阻害作用2. 3. 
ラット腹腔マクロPMA処理THP-l)， CaCo-2 NTE-122のヒト培養細胞 (HepG2，
ファージおよびマウス J774.1細胞における細胞コレステロールエステル化活性(細
これ胞 ACAT活性)阻害作用を E5324ならびに CI-976とICso値にて比較検討した.
らの化合物はすべて濃度依存的に細胞コレステロールエステル化活性を阻害した(Fig.
3.5"-'6.0 x 10・9Mであ3種類のヒト培養細胞における NTE-122のICso値は，7"-'11). 
? ?
37 "-'65倍の効力を示した.E5324および CI・976と比較して各々 47"-'254倍，り，
ット腹腔マクロファージでも NTE-122による細胞コレステロールエステル化活性阻
4 
10 。0.0 マウス6.4倍であったが，13倍，E5324および CI-976と比較すると各々害作用は，
Concentration (M) 
14分の lであった (Table5). 
NTE目122は1.0X10-7 MでHepG2細胞の細胞コレステロールエステル化活性
のJ774.1細胞では各々 2.6分の 1，
Fig. 7 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate 
incorporation into cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in 
HepG2 cels. Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
一方，
同じ濃度で細胞TGおよび細胞PLの合成には有意なを98.7%阻害した (Fig.7)が，
阻害作用を示さなかった (Table6). 
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Fig. 8 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate 
incorporation into cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in 
CaCo-2 cells. Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
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Fig. 11 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate incorporation 
into cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in J774.1 cels. Each 
value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
Concentration (M) 
Fig. 9 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate incorporation into 
cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in PMA-treated THP-l 
cels. Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
????? ?
? ? ?
?』??
?
????
?
???
??????
? ? ?
。
??
Table 5 Inhibitory effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on cellular 
cholesterol esterification in various cells 
口 Control
-0-NTE-122 
一会ァ E5324
一・ト CI-976
14.0 
12.0 
IC50 (nM) 
Cells Species 
CI-976 
180 
130 
390 
E5324 
960 
220 
890 
NTE-122 
6.0 
4.7 
3.5 
HepG2 
CaCo-2 
P恥1A-treatedTHP-l 
Human 
8.0 
4.0 
??
???
6.0 
2.0 
540 
?????? ??84 Peritoneal macrophages Rat 10 -4 
480 2600 6800 J774.1 Mouse 
Concentration (M) 
Fig. 10 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate incorporation 
into cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in rat peritoneal 
macrophages. Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
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Table 6 Effect of NTE-122 on the incorporation of [3H]oleate into 
cellular triglycerides and phospholipids in HepG2 cells 
Product 
Drug Concentration (nmol incorporationJmg cel protein) 
(M) 
Tri glycerides Phospholipids 
None 24.70:t 1.84 2.51 :t 0.39 
NTE-122 1 X 10-9 24.07 :t 1.38 2.22:t 0.27 
3 X 10-9 23.50:t 1.36 2.39:t 0.15 
1 X 10-8 24.87 :t 0.35 2.70 :t 0.33 
3 X 10-8 26.56 :t 0.91 3.04:t 0.33 
1 X 10-7 26.47 :t0.16 3.08:t 0.24 
Each value represents the mean:t S.E.M. oftriplicateぉsays.
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3. 3.他の脂質代謝酵素および培養細胞コレステロール生合成に対する作用
他の脂質代謝酵素および培養細胞コレステロール生合成に対する NTE-122の作用
を検討した.コレステロール生合成系の律速酵素である HMG-CoA還元酵素 (HepG2
細胞可溶化液)，脂肪酸と coenzymeAからアシルCoAを形成するアシルCoA合成酵
素(ウサギ肝臓ミクロソーム)，細胞内に取り込んだコレステロールエステルをリソ
ソーム中で加水分解する aCEase(PMA処理 THP-l細胞可溶化液)および細胞内で
ACATの逆反応を行う nCEase(PMA処理 THP-l細胞可溶化液)の各活性に対して
NTE-122は10-5Mまでほとんど阻害作用を示さなかった.また， NTE-122はHDLが
末梢組織から引き抜いたコレステロールをエステル化し，肝臓への逆転送に関与して
いる LCAT(ウサギ血紫)， TG生合成に関与している AGAT(ラット肝臓ミクロソー
ム)ならびにコレステロールから胆汁酸を生合成する過程の律速酵素であるコレステ
ロール 7α-水酸化酵素(ラット肝臓ミクロソーム)の各活性に対しでも 10・5Mまで
ほとんど影響を与えなかった.従って，いず、れの酵素活性に対しでも IC50値は 10-5M 
以上であった (Table7). さらに， NTE-122のHepG2細胞におけるコレステロール生
合成に対しても 10-5Mまで有意な阻害作用を示さなかった (Table8). 
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Table 7 Effect of NTE-122 on the activity of various lipid metabolic 
enzym岱
Enzymes Origin IC50 (M) 
HMG-CoA reductase HepG2 > 10-5 
Acyl-CoA synthetase Rabbi t li ver > 10・5
Acid cholesterol esterase PMA-treated THP-l > 10-5 
Neutral cholesterol esterase PMA-treated THP-l > 10-5 
LCAT Rabbit plasma > 10-5 
AGAT Rat liver > 10-5 
Cholesterol 7α-hydroxylase Rat liver > 10-5 
Table 8 Effect of NTE-122 on incOlporation of [14C]acetate into cellular 
cholesterol in HepG2 cells 
Concentration [l4C]Cholesterol synthesis 
Drug (M) (nmol incorporationlmg cell protein) 
None 5.99:t 0.00 
NTE-122 10・8 6.29 :t 0.19 
10・7 6.09:t 0.05 
10-6 5.53 :t 0.58 
10-5 5.84:t 0.04 
Each value represen臼themean :t S.E.M. oftriplicate assays. 
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4.考察
マウスの肝臓および、小腸の ACAT活性は ACAT-l遺伝子をノックアウトしでも減
少しなかったこと(9)，これらの組織における ACAT-lの発現が副腎等の他の組織に
比べ非常に低いとと(13)から，マウスの肝臓および小腸の ACAT活性の主体はACAT-2
であると考えられている(12). 一方， ACAT-lノックアウトマウスではマクロファー
ジの細胞コレステロールエステル化活性がみられなくなることから，マウスマクロフ
ァージにおける ACAT活性は ACAT-lによると考えられている(9). また， Kinnunen 
らは化学修飾薬 diethy1 pyrocarbonateに対するウサギ各組織の ACAT活性の感受性の
違いから，肝臓ならびに小腸の ACAT活性は副腎等の ACAT活性と異なる，すなわ
ち異なるアイソザイムである可能性を示している(39). Kawぉakiらはラットの副腎
ACATは4量体であるのに対し，肝臓ACATは単量体であることを示した(40). さら
に， ACAT阻害薬 NTE-122，E5324および、 CI-976が肝臓 ACAT活性を強く阻害した
のに対し，別の ACAT阻害薬 58-035は副腎ACAT活性を強く阻害した (40).従って，
ラットでもマウスやウサギの場合と同様，国j腎と肝臓の ACATは異なり(40)，ラット
においても肝臓ACAT活性は ACAT-2による可能性が考えられる.ヒトについては，
Leeらが肝臓の ACAT活性は ACAT-lが担っていると報告している(14). しかし，ヒ
トの小腸ならびに肝臓でも ACAT-2のmRNA の発現が認められ， HepG2ならびに
CaCo-2細胞でも ACAT-2の発現が確認されているが， PMA処理 THP-l細胞では
ACAT-2の発現は認められていない(10).さらに，霊長類のアフリカミドリザルでも，
他の組織と異なり肝臓および小腸においてのみACAT-2のmRNAがACAT-lのmRNA
に比べ非常に強く発現している(11). 従って，高IJ腎，マクロファージ等の組織におけ
る ACAT活性は ACAT-lにより，小腸では ACAT・2が活性の主体であることが種を
問わず共通である可能性が強い.また，肝臓についても ACAT-2がコレステロールエ
ステル形成に関与していることが推察される.
本実験結果において， ACAT-2が発現・機能していると考えられる肝臓および、小腸
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のミクロソーム ACAT活性に対する NTE-122の阻害作用はヒト培養細胞と他の実験
動物の聞であまり大きな差異がみられなかった.これに対し， ACAT-1のみを発現し
ていると考えられるマクロファージの ACAT活性については， NTE-122は他の実験
動物に比べヒト培養細胞に対して強い阻害作用を示した.一方，対照薬として用いた
E5324および、 CI-976では，組織ならびに種の違いによる ACAT阻害作用の差異が
NTE-122に比べ小さかった.この傾向は細胞レベルでのコレステロールエステル化
活性(細胞 ACAT活性)に対する作用でも同様であった.これらの成績は使用した
標本の違いによる可能性も考えられるが， NTE-122による ACAT活性阻害作用が他
のACAT阻害薬と異なり， ACAT-2については種差は比較的小さいのに対し， ACAT-
1については種差が大きく，ヒトに対してより強力な作用を有していることが推察さ
れる.ヒト ACAT-1の推定アミノ酸配列はマウスおよび、ラットの ACAT-1と各々 87%，
83%の高い相向性を示しているが，その違いの多くはアミノ末端側に局在している(5，
7).従って， NTE-122のACAT阻害作用の違いはACAT-1タンパク質のアミノ末端側
の構造に依存していることが強く示唆された.さらに，との理由から NTE-122の
ACAT-1タンパク質との結合部位またはNTE-122とACAT-1タンパク質との会合に影
響を与える部分がアミノ末端部位に存在すると予想された.
一方， NTE-122は 10-7M で HepG2細胞の細胞コレステロールエステル化活性を
98_7%阻害したが，同じ濃度で細胞 TGならびに細胞 PLの合成には有意な阻害作用
を示さなかった.との結果は，コレステロールエステル合成と同様にアシル CoAを
基質とする TGおよび PLの生合成系に対し， NTE・122が影響しないことを示してい
る.また， HMG-CoA還元酵素等の ACAT以外の脂質代謝酵素および、 HepG2細胞に
おけるコレステロール生合成に対し， NTE-122は 10-5M まで阻害作用を示さなかっ
た.これらの結果より， NTE-122は ACAT活性のみを強く阻害し，他の脂質代謝に
対して阻害作用を示さないと結論された.
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5.小括
新規 ACAT阻害薬， NTE-122の ACAT阻害作用の強度，阻害様式ならびに酵素阻
害特異性を検討した. NTE-122は酵素レベルおよび細胞レベルの両方において，ヒ
ト培養細胞 CHepG2細胞， CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞)の各 ACAT活性を
他の ACAT阻害薬よりも強力に阻害した.肝臓および小腸においてはヒトの培養細
胞と他の実験動物(ウサギ，ラット，マウス)との問で NTE-122の阻害作用はほぼ
同程度であったが， ACAT-1のみが発現していると考えられるマクロファージにおい
ては NTE-122は実験動物に比べヒトの培養細胞の ACAT活性を強力に阻害した.ま
た， NTE-122は PMA処理 THP-1細胞ならびに HepG2細胞の両者において拾抗回害
を示した.さらに， NTE-122は ACAT以外の脂質代謝酵素である HMG-CoA還元酵
素，アシルCoA合成酵素， aCEぉe，nCEase， LCAT， AGATならびにコレステロール
7α-水酸化酵素の各活性に対し阻害作用をほとんど示さなかった.また，細胞レベ
ルでのコレステロール， TGおよびPLの生合成に対しでも阻害作用を示さなかった.
これらの結果から， NTE-122は ACAT活性を強力で拾抗的かつ選択的に阻害するこ
とが確認された.
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第 2章 培養肝細胞のアポリボタンパク B含有リボタンパク質分
泌および胆汁酸分泌に対する作用
1 .緒言
肝臓はコレステロール代謝における主要臓器である.肝臓において生合成または
受容体を介して取り込まれたリボタンパク質(カイロミクロン， LDL等)由来のコ
レステロールは ACATによりエステル化される.エステル化されたコレステロール
がVLDL粒子に脂質核として取り込まれた後， VLDLは血中へ放出され，末梢組織に
コレステロールを供給する(41，42).肝臓からの VLDL分泌は虚血性冠動脈疾患の発
症と相関している血策LDL値に直接的に影響している(43).VLDLは構成脂質として
TG，コレステロール，コレステロールエステルおよびPLを，主要構成タンパク質と
してアポリボタンパク B100(アポ B)を含んでいる(2，44). とれらの中で， TGは
肝細胞における礼DLの形成・分泌の強力な調節因子であるととが知られている (2，
45， 46). 一方，肝細胞のコレステロールエステル産生がアポ B分泌を増加させたり
(47， 48)，分泌されるリボタンパク質のコレステロールエステル含量を増加させる(49，
50)ととも報告されている.また， ACAT活性の阻害により肝臓コレステロールエス
テルが減少し，また VLDL分泌も阻害されることを示唆する知見もある(51，52). 25-
ヒドロキシコレステロールは ACAT活性を刺激し(2)，HepG2細胞からのアポ B含有
リボタンパク質(礼DLに相当)の分泌を増大させる(48). とれに対し， ACAT阻害
薬FCE27677は， 25ー ヒドロキシコレステロールで処理した HepG2細胞のアポB含有
リボタンパク質の分泌を抑制することが報告されている(52). しかし， HepG2細胞に
よるアポB分泌はACAT阻害薬CL277，082では抑制されるが，別の ACAT阻害薬で
ある 447C88では抑制されないという報告(53)もあり， ACAT阻害と VLDL分泌との
関係には不明な点が残る.本章では NTE-122の肝細胞の VLDL分泌に対する作用を
検討する目的で， HepG2細胞を用いてアポ B含有リボタンパク質の構成成分，コレ
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ステロールエステル， TGならびにアポ Bの分泌量を定量し， E5324ならびに CI-976
と比較した.
一方，コレステロールは肝臓において胆汁酸に転換されると同時に胆汁酸ととも
に胆汁として体外に排池される(54).胆汁はコレステロールの唯一の体外排池経路で
あるととから，胆汁酸合成の促進は血中コレステロール値を低下させると考えられる.
実際，臨床で使用されている高脂血症治療薬であるプロブコールが胆汁酸合成を促進
するという報告がある(55)・肝臓の遊離コレステロール含量の増加により胆汁酸合成
が刺激されることから， ACAT阻害薬もまた肝臓における胆汁酸合成を促進し，胆汁
を介してのコレステロール分泌を冗進するととが実証された(21， 56， 57). とれらの
理由から， NTE-122の HepG2細胞における胆汁酸分泌に対する作用をプロブコール
と比較検討した.
2.実験材料ならびに実験方法
2. 1.使用薬物
NTE-122， E5324およびCI-976は日清食品(株)中央研究所において合成されたも
のを，プロブコールは Sigma社製のものを使用した. [9，10(n)-3H]オレイン酸 (370
GBq/mmoI)は Amersham社製のものを， [4_14C]コレステロール (1.9GBq/mmoI)は
New England Nuclear社製のものを，アクアゾル2はPackard社製のものを用いた.FBS 
はFil仕on社製または PAA Laboratories社製のものを， ~在EM 培地， PBS(一)，ペニシリ
ン，ストレプトマイシン， NEAAおよび、 Pyrは GibcoBRL社製のものを使用した.
Monoclonal anti-human apolipoprotein BはMedixBiotec社製のものを， sheep anti-human 
apolipoprotein B peroxidaseはTheBinding Site Limited社製のものを用いた.ABTS溶
液はBoehringerMannheim Biochemica社製のものを， Apo B， lipoprotein low densityは
O.E.M. Concept社製のものを使用した.他の試薬は全て市販の特級試薬を使用した.
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2. 2.使用細胞株および培養条件
ヒト肝細胞癌株 HepG2は大日本製薬より購入し，10% FBS添加恥fEMlNEAAJPyr
培地中で，370C，飽和湿度および5%CO2の条件下で継代培養した.
2. 3. HepG2細胞におけるコレステロールエステルおよびTG分泌量の測定
Salisburyら(30)，Musantiら(52)および Yanagitaら(58)の方法に準じ，細胞のeH]コ
レステロールエステル， eH]TG含量をコレステロールエステル， TG合成量ならびに
培養上清のeH]コレステロールエステル， eH]TG含量をコレステロールエステル， TG 
分泌量として評価した HepG2細胞を培養用 12well plateに 1X 106個/well播種し，
10% FBS添加恥1EMlNEAAJPyr培地 1rnl中で3日間培養した後，新鮮培地に交換し，
さらに 18時間培養した.細胞を PBS(-)で洗浄した後， 25-ヒドロキシコレステロー
ル 5μg/mlを含む1.5%BSA添加乱伍MlNEANPyr培地 0.9mlをwellに加え 2.5時間
培養した.次に， 1% DMSO含有培地に溶解した被験物質溶液 0.1凶を wellに加え，
30分間培養した培養後， 5 mM eH]オレイン酸-12%BSA (29.6 or 296乱1Bq/nul101of 
oleate) 20ドlをwellに加え，さらに 18時間培養した.
培養上清中の脂質は，培地を 2，200X g， 40Cで 10分間遠心分離し，浮遊している
細胞等を取り除いた後， Bligh-Dyer法(59)で抽出した.培養上清 0.95rnlにクロロホ
ルム:メタノール混液 C1:2， v/v) 3 ml，クロロホルム 1ml，超純水 1mlを順次撹
枠しながら添加し，得られたクロロホルム層を脂質測定用試料とした.細胞脂質は，
n-ヘキサン:イソフロピルアルコール混液 (3:2，v/v) を用いて細胞コレステロール
エステル化活性測定(第 1章)の場合と同様の方法で抽出した.得られた細胞ならび
に培地の脂質試料にトリオレイン オレイン酸 コレステリルオレイン酸および L-
α-フォスファチジルコリンを各々 50ドg加えた.とれらを細胞コレステロールエス
テル化活性測定(第 1章)の場合と同様の方法でコレステロールエステルならびに TG
を分離し，放射活性を測定した. eH]オレイン酸の比活性よりコレステロールエステ
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ルおよびTGのeH]オレイン酸取り込み量を求め，コレステロールエステルおよびTG
の合成ならびに分泌量とし，細胞タンパク質量で補正した.
2. 4. HepG2細胞におけるアポB分泌量の測定
5 mM eH]オレイ ン酸-12%BSAを5mMオレイン酸-12%BSAに変更した以外は
HepG2細胞におけるコレステロールエステルおよびTG分泌量の測定の場合と同様の
方法で培養を行い， その培養上清を測定試料と した.
アポ Bの定量は Forteらの方法(60)に準じてサンドウィッチELISA法で実施した.
一次抗体 Cmonoclonalanti-human apolipoprotein B) 0.86---1. 75 mg/rnlを96well ELISA 
plateのwellに0.1rnl加え， 40Cで 18時間イ ンキュベートした.洗浄用緩衝液 (0.05%
Tween 20添加 PBS(一))で wellを6回洗浄した後，ブロッキング緩衝液(1% BSA添
加洗浄用緩衝液)0.2 rnlを加え， 370Cで2時間イ ンキュベートした.洗浄用緩衝液で
wellを6回洗浄した後，試料液 0.1rnlを加え， 370Cで 1時間インキュベー卜した.
同様の方法で洗浄した後，ブロッキング緩衝液で 2，0∞倍に希釈した二次抗体 Csheep
anti-human apolipoprotein B peroxidase) 0.1 rnlをwellに加え， 370Cで 1時間インキュ
ベー卜した.同様の方法で洗浄した後， ABTS溶液 0.1rnlをwellに加え， 370Cで 5
--30分間インキュベートして発色させた後， 450 nmの吸光度を測定した.標準物質
して ApoB， lipoprotein low densityを用いた.
2. 5. HepG2細胞における胆汁酸分泌量の測定
Murakamiらの方法(57)に準じて行った.HepG2細胞を培養用 24well plateに2X 105 
個/well播種し， 10% FBS添加恥伍MlNEANPyr培地 0.5ml中で 2日間培養した.細
胞を PBS(一)で洗浄した後， 19.5μM [4ー14C]コレステロール (18.5kBq/well) を含む培
地に交換し，さらに 24時間培養した.細胞を PBS(-)で3回洗浄した後，被験物質の
DMSO溶液を含む培地 1ml (最終 DMSO濃度 0.1%)を加え， 48時間培養した.培
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養上清を 2，200)くgで 5分間遠心分離し，胆汁酸測定用試料とした細胞タンパク質
の定量は細胞コレステロールエステル化活性測定(第1章)の場合と同様の方法で行
った.培養上清 0.45mlをメタノール 2ml，次いで超純水 2mlで洗浄した AmplepC18 
カラム (Amersham社製)に乗せ，超純水 2mlで洗浄した後， 50%エタノール 2ml 
で胆汁酸を溶出させた.得られた胆汁酸画分をアクアゾル2と混合し，放射活性を液
体シンチレーションカウンターで測定した. [4_14C]コレステロールの比活性よりC4C]
胆汁酸量を求め，細胞タンパク質量で補正した.
2. 6.統計処理
結果は平均値±標準誤差で表示した.有意差検定は 2群問の場合はまず F検定を
行い，正規分布である場合はStudent'st-検定で実施し，正規分布でない場合は:Aspin-
Welch法で実施した.多群聞の場合は Dunnett法により実施した.P<0.05の場合を有
意差有りと判定した.
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3.実験結果
3. 1. コレステロールエステル， TGおよびアボB分泌に対する作用
コレステロールエステルおよびTGはアポB含有リボタンパク質 (VLDL，LDL等)
の核脂質であり(44，45)，アポ Bはとれらのリボタンパク質の主要構成タンパク質で
ある(44). 従って， HepG2細胞から分泌されるコレステロールエステル， TGならび
にアポ Bの量を求めることにより，アポ B含有リボタンパク質の分泌を知ることが
出来る.
まず， eH]オレイン酸の HepG2細胞における合成ならびに分泌された脂質への取
り込みにより， NTE-122のコレステロールエステルおよび TG分泌に対する作用を
E5324ならびに CI-976と比較検討した.25-ヒドロキシコレステロール (5μg加 1)に
よる ACATの刺激によりeH]コレステロールエステルの細胞含量および分泌量は各々
3倍， 8倍に有意に増加し， eH]TGの分泌量も1.5倍に有意に増加した (Fig.12， 13). 
これに対し， NTE-122は濃度依存的にeH]コレステロールエステルの細胞含量および
分泌量を減少させ， 10-6 M において， [3H]コレステロールエステル量を細胞内では
99.5%，培養上清中では 94%低下させた (Fig.12).無処理細胞と比較しでも，細胞eH]
コレステロールエステル含量は 98.8%，分泌量は48%減少していた (Fig.12). また，
HepG2細胞のeH]コレステロールエステル分泌量の動態は細胞内eH]コレステロール
エステル含量の動態と相関していた.E5324およびCI-976もeH]コレステロールエス
テルの細胞内含量および分泌量を 10-6""，10-7 M において有意に減少させた (Fig.12). 
一方， NTE-122はHepG2細胞内CH]TG含量に影響を与えずに[3H]TG分泌量を有意に
減少させ， 10-6 M において， 25-ヒドロキシコレステロール処理細胞に比べeH]TG分
泌量を 31%低下させた.しかし，その作用はコレステロールエステルの場合と比較
して弱かった(Fig.13). E5324も10-6""，1 0-5 M において， eH]TG合成に影響を与えず
に， eH]TG分泌をわずかではあるが有意に減少させた.CI-976はeH]TG含量を若干
増加させたが，分泌量については減少傾向を示したのみであった (Fig.13). 
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Fig. 12 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on [3H]oleate incorporation 
into intracellular (a) and secreted (b) cholesteryl esters in HepG2 cells 
incubated with 25-hydroxycholesterol (25(OH)Chol). 
Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
Fig. 13 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on [3H]oleate incorporation 
into intracel1ular (a) and secreted (b) triglycerides in HepG2 cells incubated 
with 25-hydroxycholesterol (25(OH)Chol). 
Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
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次に，ELISA法で HepG2細胞のアポ B分泌量を定量した. 25-ヒドロキシコレス
テロールの作用により，HepG2細胞のアポ B分泌量は1.4倍に有意に増加した.こ
れに対し， NTE-122は10-8M以上の濃度でHepG2細胞のアポB分泌を有意に減少さ
せ，10・6MにおいてアポB分泌量は26%低下した CFig.14). E5324およびCI-976も
10-6 M以上で HepG2細胞のアポB分泌を有意に減少させた CFig.14). また，アポ B
分泌量の低下率はTG分泌量の低下率と近似していた.
3. 2.胆汁酸分泌に対する作用
HepG2細胞における胆汁酸合成に対する NTE-122の作用を検討した.胆汁酸合成
を刺激することが知られているプロブコール(56)は，C4C]コレステロールからの胆汁
酸の合成量を増大させた CPig.15). NTE-122もHepG2細胞の胆汁酸合成を濃度依存
的かつ有意に上昇させ， 10-6 Mでは1.5倍となった.また，その作用はプロブコール
に比べ 10倍以上強かった.
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Fig. 14 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the secretion of 
apolipoprotein B in HepG2 cells incubated with 25-hydroxycholesterol 
(25(OH)Chol). 
Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
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Fig. 15 Effects of NTE-122 and probucol on the secretion of [14C]bile acids in 
HepG2 cels. 
Each va1ue represents the mean :! S.E.M. of triplicate assays. 
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4.考察
肝臓においてコレステロー ルは ACATによりエステル化されて VLDLに取り込ま
れた後，血中に放出され，末梢組織に供給される(41， 42). NTE-122はACAT活性化
を目的として 25-ヒドロキシコレステロール処理した HepG2細胞のアポ B含有リボ
タンパク質の分泌に対し，低濃度(10-8M以下)ではリボタンパク質のコレステロー
ル含量を低下させ，高濃度 (10-7M以上)ではリボタンパク質分泌量自体を低下させ
た.この傾向は E5324および、 CI-976でも同様であった.HepG2細胞の脂質および、ア
ポ B分泌における ACATの役割については議論が多く，統一された結論は出されて
いない.特に， ACAT阻害薬 58-035(20)を用いた研究では， ACAT阻害によりアポ B
分泌が減少(61)，増加傾向(62)，変化しない(46)といった，矛盾する報告がなされてい
る.最近， Grahamら(53)はACAT阻害薬 CL277，082はHepG2細胞のアポ B含有リ
ボタンパク質の分泌を抑制したが，別の ACAT阻害薬 C447C88は抑制しなかったと
とから，コレステロールのエステル化はアボ B含有リボタンパク質の分泌と関連性
がないと結論した.その一方で， Musantiら(52)はACAT阻害薬FCE27677が，特に 25-
ヒドロキシコレステロールの存在下における HepG2細胞のアポ B分泌を抑制すると
とを示している.本実験において， 25-ヒドロキシコレステロールはHepG2細胞のコ
レステロールエステル， TGならびにアポB分泌を増加させたが， NTE-122はこの増
加を阻止した.25-ヒドロキシコレステロールによる ACAT活性化は， ACAT分子の
コレステロール結合部位に酸化ステロールが結合することにより生ずるコレステロー
ルによるアロステリック作用を増強するためと考えられている(2). しかし，実際に
は25-ヒドロキシコレステロールが直接的に ACATの酵素活性を活性化するのか，ま
たは他の要因による二次的作用によるものかは不明である. 一方， 25ー ヒドロキシコ
レステロールによる TGおよびアボB分泌の増加はコレステロールエステル分泌の増
加に比べ少なかった.また， NTE-122はコレステロールエステルの分泌量を通常状
態以下まで減少させたのに対し， TGおよびアポ Bについてはお-ヒドロキシコレス
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テロール刺激により増加した分を減少させたのみであった.これらの結果から， 25-
ヒドロキシコレステロールの作用によるアポ B含有リボタンパク質分泌の増加は，
ACAT刺激によるコレステロールエステル合成の二次的作用であり， NTE-122はこの
コレステロールエステル合成を阻害することにより， 25-ヒドロキシコレステロール
刺激により増加したアポB含有リボタンパク質の分泌を抑制したと考えられる.
一方，肝臓はコレステロールエステルをリボタンパク質に組み込んで血中に放出
する以外に遊離コレステロールを胆汁酸へ転換し，胆汁を介してコレステロールを腸
管内に排池する(54). 従って，フロブコールの様に(55)胆汁酸分泌を促進させる薬物
はコレステロール低下作用に寄与することが知られている.肝臓で ACATを阻害す
ると遊離コレステロール含量が増加することが予想される.従って， ACAT阻害薬の
臨床適用において，肝臓中の過剰な遊離コレステロールが胆汁酸に転換され，胆汁に
排池されるか否かを検討することは重要である.実際， ACAT阻害薬 58-035(56)およ
び HL-004(57)がラットおよび HepG2細胞において， ACAT阻害によって遊離コレス
テロールを増加させ 胆汁酸ならびに胆汁分泌を促進させるととが報告されている.
本実験において， NTE-122もHepG2細胞の胆汁酸合成・分泌を 10-8M以上で増加さ
せた.この結果から，本化合物が ACAT阻害により肝細胞中で増加した遊離コレス
テロールからの胆汁酸の合成を冗進し，胆汁を介したコレステロールの体外への排植
を促進することが示唆された.
以上の成績から NTE-122は肝臓 ACAT阻害により 肝臓から分泌される VLDL
中のコレステロールエステル含量および VLDL粒子数を減少させ，また，本化合物
が二次的に胆汁分泌量を増加させることにより，コレステロール低下作用を示すこと
が示唆された.
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5.小括
NTE-122のHepG2細胞におけるアポ B含有リボタンパク質および胆汁酸分泌に対
する作用を検討した.ACAT活性を刺激する 25-ヒドロキシコレステロール (5ドg/ml)
はHepG2細胞のeH]オレイン酸由来のコレステロールエステルおよびTGの分泌を有
意に増加させ，アポ B の分泌も増加させた.これに対し， NTE-122は細胞内コレス
テロールエステル合成を強力に抑制し，同時に細胞外へのコレステロールエステル分
泌も抑制した.また， NTE-122はTG合成を抑制せずに TG分泌を抑制し，さらにア
ポ B分泌も抑制した.とれらの結果から， NTE-122がアポ B含有リボタンパク質の
コレステロール含量を減少させ，さらにその分泌を抑制したことが示唆された.
E5324ならびに CI-976も25-ヒドロキシコレステロール存在下における HepG2細胞
のコレステロールエステル， TGおよびアポ Bの分泌を抑制，もしくは抑制する傾向
を示したが，それらの作用は NTE-122に比べ弱いものであった.さらに， NTE-122 
は HepG2細胞におけるC4C]コレステロールからの胆汁酸合成を増加させた.以上の
結果から， NTE-122が ACAT阻害薬の標的の一つである肝臓から分泌される VLDL
粒子中のコレステロール含量ならびに VLDL粒子数を減少させ，また，胆汁酸形成
を刺激することによりコレステロール低下作用を示すことが示唆された.
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第 3章 培養腸粘膜細胞の脂質分泌に対する作用
1 .緒言
食餌性コレステロールは遊離コレステロールとして小腸粘膜に取り込まれた後，
ACATの作用によりエステル化され， TGとともにカイロミクロンに取り込まれる.
カイロミクロンはリンパ管に放出され，その結果，食餌性コレステロールは体内に取
り込まれる (2). カイロミクロンの構造は VLDLや LDLと同様で，中心は疎水性の
コレステロールヱステルおよびTGから形成された脂質核が存在する.その表層は脂
質成分として両親媒性の PL，遊離コレステロール，タンパク質成分としてアポリボ
タンパク質 (AI，B48等)により構成されている.従って，小腸粘膜から分泌される
脂質のうち，コレステロールエステルおよびTGの分泌量を測定することにより，カ
イロミクロンの分泌量つまり小腸粘膜から体内への脂質吸収量を推定することができ
る.本章では NTE-122のヒトにおける小腸粘膜の脂質吸収に対する作用を予想する
ことを目的として，メンブレンフィルター上に培養した CaCo-2細胞を用いて， NTE-
122のコレステロールエステルおよびTG分泌に対する作用を E5324ならびに CI-976
と比較検討した.
2.実験材料ならびに実験方法
2. 1.使用薬物
NTE-122， E5324およびCI-976は日清食品(株)中央研究所において合成されたも
のを使用した. [9，10(n)-3H]オレイン酸 (370GBq/mmol)は Amersham社製のものを
用いた.FBSはPAA Laboratories社製のものを， D民伍M培地， 199培地， PBS(一)，ペ
ニシリン，ストレフトマイシンならびに NEAAはGibcoBRL社製のものを使用した.
他の試薬は全て市販の特級試薬を使用した.
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2. 2.使用細胞株および、培養条件
ヒト結腸癌株CaCo-2は大日本製薬より購入し， 10% FBS添加 DMEMJNEAA培地
中で， 370C，飽和湿度および、5%CO2の条件下で継代培養した.
2. 3. CaCo-2の細胞コレステロールエステルおよびTG分泌量測定
Fieldらの方法(31，64)に準じて行った (Fig.16). CaCo-2細胞をトランズウェル・
クリアー 12well plate (インサートメンブレン孔サイズ 0.4μm: Corning Corstar社製)
のインサートメンブレン上に2X105個播種し，10%FBS添加DMEMlNEAA培地 0.5ml 
をトランズウェルインサート内(メンブレン上:細胞粘膜側)に， 1.5 mlをトランズ
ウェルインサート外(メンブレン下:紫膜側)に加え， 3日毎に新鮮培地と交換して，
15日間培養した.細胞を PBS(一)で洗浄した後， 0.2 mMコレステロール， 5mMタ
ウロコール酸ナトリウム， 0.05 mM L-α-フォスファチジルコリンを含む 1.5%BSA 
および 1mMHEPES添加 199培地(以下， 1.5%BSA添加 199/HEPES培地と記す)0.45 
mlをトランズウェルインサート内に， 1.5% BSA添加 199/HEPES培地1.5mlをトラ
ンズウェルインサート外に加え 2.5時間培養した.次に， 1% DMSO含有培地に溶解
した被験物質溶液 50μlをトランズウェルインサート内に加え， 30分間培養した.5 
mM eH]オレイン酸一12%BSA (296恥1Bq/mmolof oleate) 20μlをトランズウェルイ
ンサート内に加え，さらに 18時間培養した後， HepG2細胞におけるコレステロール
エステルおよび TG分泌量測定(第2章)の場合と同様の方法で細胞のeH]コレステ
ロールエステル， eH]TG含量をコレステロールエステル， TG合成量ならびにトラン
ズウェルインサート外の培養上清のeH]コレステロールエステル， [3H]TG含量をコレ
ステロールヱステル， TG分泌量として定量した.各々の値は細胞タンパク質量で補
正した.
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Cholesterol (0.2 mM) 
iCaω-2 cells in 1.5% BSA/199I 
2.5 hr 
0.5 hr 
[30] Oleate (0.2 mM， 29.6 kBq) 
I Cells : [30] CE， [30] TG (Radioactivity) 
I Basolateral medium : [30] CE， [30] TG (Radioactivity) 
Fig. 16 Assay method of [3H]oleate incorporation into cellular and 
secreted cholesteryl esters (CE) and triglycerides (TG) in CaCo-2 cells 
cultured on rnembrane filter. 
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2. 4.統計処理
結果は平均値±標準誤差で表示した.有意差検定は 2群間の場合はまず F検定を
行い，正規分布である場合はStudent'st-検定で実施し，正規分布でない場合は Aspin-
Welch法で実施した.多群聞の場合は Dunnett法により実施した.P<O.05の場合を有
意差有りと判定した.
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3.実験結果
NTE-122は 10-8M以上において CaCo-2細胞のCH]コレステロールエステル合成量 (a) Cellular cholesteryl esters 
および、衆膜側への分泌量を濃度依存的かつ有意に減少させ， 10-6 MにおいてeH]コレ
ステロールエステル量を細胞内では 99.1%，紫膜側培養上清中で 99.9%低下させた.
???
???????
?
????
?
?
?
?
? ?
????????
「
? ??????
」 「
???
?
?
???
?
?
?
?
?
?
?
一方， E5324ならびに CI-976もCaCo-2細胞のeH]コレステロールエステル合成量お
よび紫膜側への分泌量を濃度依存的に減少させたが，それらの作用は NTE-122に比
べ 10"-'100倍弱かった (Fig.17). NTE-122はCaCo-2細胞のeH]TG合成量に対し有
意な作用を示さなかったが，策膜側へのeH]TG分泌量を用量依存的かつ 10-8 M以上
において有意に減少させた.しかし，その作用はeH]コレステロールエステル分泌の
場合と比べ弱かった(10-6M : 26.7%低下).また， E5324もNTE-122と同様， CaCo-2 
細胞のeH]TG合成を抑制せずに紫膜側へのeH]TG分泌量を用量依存的に減少させた
が，有意な作用ではなかった.CI-976は逆に用量依存的にコレステロール添加 CaCo-
2細胞の[3H]TG合成量を増加させ，紫膜側へのeH]TG分泌量を濃度依存的に増加さ
せる傾向を示した (Fig.18). 
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Fig. 17 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on [3H]oleate incorporation into 
intracellular (a) and secreted (b) cholesteryl esters in CaCo-2 cels. 
Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
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4.考察
NTE-122がメ ンブレンフィルター上に培養した CaCo-2細胞から柴膜側へ分泌され
るコレステロールエステルおよびTGの量を減少させたことから，本化合物が CaCo-
2細胞の ACAT活性を阻害することでカイロミクロン分泌を抑制したことが示唆され
る.また，その作用はE5324ならびに CI-976に比べ 10倍"""'100倍強く， HepG2細胞
におけるアポ B含有リボタンパク質分泌抑制作用(第2章参照)と同様，ACAT阻
害作用の強さ (Table3) に比例していた.しかし， NTE-122のTG分泌抑制作用は相
対的にコレステロールエステル合成および分泌抑制作用に比べ弱いものであった.こ
れも HepG2細胞のアポ B含有リボタンパク質分泌における場合と同様であった.ま
た，対照薬として用いた CI-976はコレステロールエステル分泌は抑制したが， TG分
泌を抑制しなかった.この結果は Fieldらが報告した結果(64)に近似していた.これ
らの成績は肝細胞における場合と同様，コレステロールエステルが小腸粘膜のリボタ
ンパク質形成・分泌に直接的に関与していないことを示唆している.小腸粘膜による
カイロミクロン分泌調節も肝細胞による VLDL分泌調節と同様， TGによるアポ B分
解抑制に大きく依存していると考えられている(65).従って， HepG2細胞における結
果と同様， NTE-122が小腸粘膜のコレステロールエステル合成を阻害することによ
り，まずカイロミクロンのコレステロールエステル含量を減少させ，さらに二次的に
カイロミクロンの形成ならびに分泌が抑制されたことが示唆される.換言すれば，
NTE-122は主としてカイロミクロンの質的な変化を通じて血中コレステロール低下
作用に寄与していると考えられる.以上のことより， NTE-122はCaCo-2細胞のコレ
ステロールエステル分泌を強力に抑制すると同時にTG分泌も抑制し，これがNTE-122
の血中コレステロール低下作用に寄与する可能性が高いと判断される.
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Fig. 18 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on [3H]oleate incorporation into 
intracellular (a) and secreted (b) triglycerides in CaCo-2 cels. 
Each va1ue represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
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5.小f舌
NTE-122のヒト小腸粘膜の脂質吸収(体内への分泌)に対する作用を予測する 目
的で，メンブレンフィルター上に培養した CaCo-2細胞を用いて，コレステロールエ
ステルおよびTG分泌に対する作用を E5324ならびに CI-976と比較検討した.その
結果， NTE-122はCaCo-2細胞のコレステロールヱステル合成および、分泌を濃度依存
的，かつ 10-8M以上において有意に抑制した.また，その作用はE5324に比べ 10倍
以上， CI-976に比べ 100倍以上強力であった.さらに， NTE-122はCaCo-2細胞のTG
合成を抑制せずに， TG分泌を濃度依存的，かつ 10-8M以上において有意に抑制した.
一方， E5324はTG分泌を抑制する傾向を示したのみであり， CI-976はTG分泌抑制
作用を全く示さなかった.しかし， NTE-122において認められたTG分泌抑制作用は，
コレステロールエステル分泌抑制作用に比べ弱いものであった.以上のことから，
NTE-122は小腸粘膜から分泌されるカイロミクロンのコレステロール含量を低下さ
せ，さらにはカイロミクロンの分泌量も減少させることが示唆された.
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第4章 培養マクロファージ細胞の泡沫化抑制および脱泡沫化促進
作用
1 .緒言
動脈硬化の発症過程において，細胞内に大量のコレステロールエステルを蓄積し
た泡沫細胞が粥状動脈硬化の初期病変を形成することが知られている (6"'-'68).血
管壁内に侵入した血中単球由来マクロファージはスカベンジャー受容体を介して Ox-
LDL等の化学修飾LDLを取り込み，細胞内にコレステロールエステルを蓄積し，泡
沫細胞となる(2，69).細胞内に取り込まれた化学修飾LDLはリソソームに運ばれ，
コレステロールエステルは aCEaseによって遊離コレステロールに水解される.生成
した遊離コレステロールは ACATにより再エステル化され，脂肪滴として細胞質に
蓄積する.泡沫細胞内の脂肪滴は nCEaseによる脱エステル化と， ACATによる再エ
ステル化が括抗しているコレステロールエステルサイクルと呼ばれる動的平衡にある
ことが知られている (Fig_19) (70， 71). 
LDLとは逆に，組織に蓄積した余剰のコレステロールを引き抜き肝臓へ逆転送し，
抗動脈硬化作用を示すのが HDLである(72，73). HDLの作用としては大きく 2つに
分けられている.一つは，化学修飾 LDLによって十分に泡沫化したマクロファージ
泡沫細胞からコレステロールを引き抜く作用(脱泡沫化作用)(70， 74)であり，もう
一つは，化学修飾 LDLと同時に存在した時にみられるマクロファージの泡沫化の抑
制作用(72，73)である.泡沫化抑制作用は動脈硬化症進展の抑制に対応し，脱泡沫
化作用は動脈硬化症退縮に対応する.HakamataらはHDLによるコレステロールの引
き抜きには rnCEase依存性経路Jと rnCEase非依存性経路」の 2種類のコレステロ
ール移行経路が存在するととを報告している(71). 脱泡沫化の場合は蓄積されたコレ
ステロールヱステルが nCEaseの作用により水解され，遊離コレステロールが HDL
により引き抜かれる nCEase依存性経路のみに依存している. 一方，泡沫化抑制では
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nCEぉe依存性経路とリソソーム由来の遊離コレステロールの一部が ACATによる再
エステル化を受けずに直接 HDLにより引き抜かれる nCE鎚c非依存性経路の両方の
経路に依存している.また，泡沫化抑制の方が HDLによるコレステロール引き抜き
が効果的であることも報告されている(71).
ACAT阻害薬は遊離コレステロールのエステル化を阻害することにより，細胞内の
遊離コレステロールを増加させ，その結果， HDLによるコレステロールの引き抜き
を促進することが知られている.しかし， ACAT阻害薬 58-035(20)はマウスの腹腔マ
クロファージ泡沫細胞の HDLによる脱泡沫化作用を促進した(70，74)が，ラット腹
腔マクロファージ泡沫細胞ではその様な作用を示さなかった(71，74). この様な HDL
による脱泡沫化作用の種差は， nCEaseの反応速度の違い(高等ほ乳動物ほど遅い)
によることが示唆されている(74).一方， 58-035はラット腹腔マクロファージにおけ
る nCEぉe非依存性経路を含む HDLの泡沫化抑制作用に対し強い促進効果を示して
いる(71). これらの結果は， HDL単独のコレステロール引き抜きと同様， ACAT阻害
薬は動脈硬化進行の抑制には非常に効果的であるが，動脈硬化退縮の面では種差が生
ずることを示している.マウス等の下等ほ乳動物由来の初代培養マクロファージまた
は培養細胞株を用いて HDLによるコレステロール引き抜きおよび、ACAT阻害薬の作
用を検討した研究は多いが，ヒト由来のマクロファージまたは細胞株を用いた報告は
少ない(22，70， 72"-'75). 
本章では NTE・122のヒトにおける動脈硬化病変に対する直接的な作用を予測する
ことを目的として，ヒト由来のマクロファージ様細胞である PMA処理THP-lを用い
て， NTE-122のHDL誘導泡沫化抑制および、脱泡沫化に及ぼす作用を E5324ならびに
CI-976と比較検討した.
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2.実験材料ならびに実験方法
2. 1.使用薬物
NTE-122， E5324およびCI-976は日清食品(株)中央研究所において合成されたも
のを使用した.LPDS， Ac-LDLならびに HDLはBiomedicalTechnology社製のものを，
FBSはFil町on社製または PAA Laboratories社製のものを用いた.RPMI 1640培地，
PBS(一)，ペニシリンおよびストレフトマイシンは GibcoBRL社製のものを， PMAお
よび pー ヒドロキシフェニル酢酸はナカライテスク社製のものを用いた.コレステロ
ールエステラーゼならびにペルオキシダーゼは和光純薬製のものを コレステロール
オキシダーゼはオリエンタル酵母社製のものを使用した.他の試薬は全て市販の特級
試薬を使用した.
2. 2.使用細胞株および培養条件
ヒト単球性白血病細胞株 THP-1は大日本製薬より購入し， 10% FBS添加 RPMI
1640/2品伍培地中で， 370C，飽和湿度および5%CO2の条件下で継代培養した.
2. 3. PMA処理 THP-1細胞の Ac-LDL誘導細胞コレステロール蓄積量の測定(泡
沫化抑制作用の検討)
第1章に記述した方法で培養用 12well plateにおいて PMA処理した THP-l細胞を
PBS(-)で3回洗浄した後， 5% LPDS添加RPMI164012-ME培地 1mlを加え， 18時間
培養した.細胞を PBS(一)で洗浄した後， HDL存在下の場合はAc-LDL50μg/凶， HDL 
250μg/mlおよび被験物質の DMSO溶液(最終 DMSO濃度 0.1%)を含む 5CJoLPDS 
添加RPMI164α2-1伍培地 1mlを， HDL非存在下の場合はAc-LDL50μg/mlおよび
被験物質の DMSO溶液(最終DMSO濃度 0.1%)を含む 5%LPDS 添加 RP~但[ 164α2-
乱1E培地 1mlをwellに加え 48時間培養した.培養後，細胞コレステロールエステル
化活性測定(第 1章)の場合と同様の方法で細胞脂質を n-ヘキサン:イソプロピル
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アルコール混液 (3:2，v/v)を用いて抽出，蒸発乾回した後，イソプロピルアルコー
ル 500μiに脂質を溶解し，コレステロール定量用試料とした.コレステロールの定
量はMiyazakiらの方法(72)に従い，酵素蛍光法で実施した.脂質溶液 30ドlを総コレ
ステロール定量用酵素液 (0.05M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.0)， 0.16 U/mlコ
レステロールエステラ ゼー， 0.16 U/mlコレステロールオキシダーゼ 30 U/mlペル
オキシダーゼ， 5mMタウロコール酸ナトリ ウム， 0.01 % Triton X-100， 0.15 mg/ml p-
ヒドロキシフェニル酢酸)または遊離コレステロール定量用酵素液 (0.05M リン酸
ナトリウム緩衝液 (pH7.0)， 0.16 U/mlコレステロールオキシダーゼ， 30 U/mlペル
オキシダーゼ， 0.15 mg/ml pー ヒドロキシフェニル酢酸)0.4 mlに加えた.総コレステ
ロールの場合は2時間，遊離コレステロールの場合は 1時間， 370Cでインキュベー卜
した.反応液に 0.5N NaOH 0.81 mlを添加し反応を停止させ，蛍光強度(励起 320nm， 
測定 407nm)を蛍光分光光度計 (F-3∞0:日立製作所社製)で測定した.総コレス
テロールの場合はコレステリルオレイン酸で作成した検量線より，遊離コレステロー
ルの場合はコレステロールで作成した検量線より定量した.コレステロールエステル
量は総コレステロールと遊離コレステロールの差より求めた.細胞コレステロールエ
ステル化活性測定(第 l章)の場合と同様の方法で細胞タンパク質含量を測定し，各
コレステロール測定値を補正した.
2. 4.泡沫化 PMA処理THP-1細胞からの HDL誘導コレステロール放出の測定(脱
泡沫化促進作用の検討)
培養用 12well plateにおいてPMA処理したTHP-1細胞を PBS(一)で3回洗浄した後，
5% LPDS添加 RPMI164α2-ME培地 1mlを加え， 18時間培養した.細胞を PBS(一)
で洗浄した後， Ac-LDL 50μg/mlを含む 5%LPDS添加 RPMI1640/2-~ 培地 1 mlを
wellに加え 48時間培養した.次に，細胞を PBS(-)で洗浄した後， HDL 250μg/mlお
よび被験物質の DMSO溶液(最終 DMSO濃度 0.1%) を含む 5%LPDS添加 RP阻
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164α2品伍培地 1r叫を wellに加え，さらに48時間培養した.培養後，PMA処理THP-l
のAc-LDL誘導細胞コレステロール蓄積量の測定の場合と同様の方法で細胞総コレス
テロール，遊離コレステロールおよびコレステロールエステル含量を測定した.
2. 5.統計処理
結果は平均値±標準誤差で表示した.有意差検定は 2群問の場合はまず F検定を
行い，正規分布である場合は Student'st-検定で、実施し，正規分布でない場合はAspin-
Welch法で実施した.多群聞の場合は Dunnett法により実施した.P<0.05の場合を有
意差有りと判定した.
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3.実験結果
3. 1.泡沫化抑制作用
Ac-LDLおよび HDLの共存下で培養した PMA処理 THP-l細胞のコレステロール
蓄積に対するNTE-122の作用をE5324ならびにCI-976と比較検討した(Pig.20). PMA 
処理 THP-l細胞のコレステロール含量，特にコレステロールエステル含量は， 48時
間 Ac-LDL処理するととにより著明に増加した.これに対し， HDLは有意にコレス
テロールの蓄積を抑制し，泡沫化抑制作用を示した.さらに， NTE-122を共存させ
ると， NTE-122は 10-9M 以上で HDLのコレステロール蓄積抑制作用を増強した.
NTE-122により総コレステロール含量およびコレステロールエステル含量は有意に
減少した (Pig.20 (a)， (c)). 一方，遊離コレステロール含量は， HDL単犯処理と比
較して， NTE-122の 10-8M以上において増加した (Pig.20 (b)). NTE-122のコレステ
ロール蓄積抑制作用(泡沫化抑制作用)は E5324および、 CI-976に比べ約 100倍強力
であった.
HDL非存在下での PMA処理 THP-l細胞における NTE劃 122，E5324および CI-976
のコレステロール蓄積に対する作用も検討した (Pig.21). HDL存在下の場合と同様，
コレステロールエステル含量は 10・9M以上の NTE-122により有意に減少した (Pig.21 
(c)). NTE-122のコレステロールエステル蓄積抑制作用は E5324および、 CI-976に比
べ 100"-'1 000倍強力であった.これに対し，遊離コレステロール含量は NTE-122に
より濃度依存的に有意に増加し， 10-7 Mでは約1.3倍となった (Pig.21 (b)). 
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Fig. 20 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the Ac-LDL-induced accumulation 
of cellular cholesterol in the presence of HDL in PMA-treated THP-l cells; total 
cholesterol (a)， free cholesterol (b) and cholesteryl esters (c). 
Each value represents the mean :t S.E.M. (N = 3-4). 
Fig. 21 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the Ac-LDL-induced 
accumulation of cellular cholesterol in the absence of HDL in PMA-treated 
THP-l cells; total cholesterol (a)， free cholesterol (b) and cholesteryl esters (c). 
Each value represents the mean :t S.E.M. (N = 3-4). 
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?、3. 2.脱泡沫化促進作用
PMA処理THP-1細胞を Ac-LDLと共に培養し泡沫細胞に変化させた後， HDLおよ
び ACAT阻害薬 (NTE-122，E5324， CI-976)を含む培地で培養し，コレステロール
含量を測定した CFig.22). HDLは泡沫細胞のコレステロール含量を有意に減少させ，
脱泡沫化作用が確認された.NTE-122をHDLと共存させた場合， NTE-122は 10-8M 
以上の濃度で， HDL単独処理と比較して，総コレステロールおよびコレステロール
エステル含量をさらに減少させた CFig.22 (a)， (c)).一方， NTE-122は泡沫細胞の遊
離コレステロール含量を変化させなかった CFig.22 (b)). NTE-122の泡沫細胞からの
HDLの脱泡沫作用に対する促進作用は， E5324および CI-976に比べ 100'"1000倍強
力であったが，泡沫化抑制作用 CFig.20)に比べ弱かった.
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Fig. 22 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the efflux of cholesterol from 
pre-established foam cells converted from PMA-treated THP-1 cells in the presence 
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4.考察
NTE-122は HDL存在下において， PMA処理 THP-l細胞のコレステロールエステ
ル蓄積を抑制し，泡沫化抑制作用を示した.また， NTE-122はHDLによるコレステ
ロールの引き抜きを促進し，脱泡沫化促進作用も示した.しかし， NTE-122のこれ
らの効果は泡沫化抑制作用 (Fig.20)の方が脱泡沫化促進作用 CFig.22)よりも著明
であった.HakamataらはHDLによるマクロファージ泡沫細胞からのコレステロール
引き抜きは， nCEase依存性経路ならびに nCEase非依存性経路の 2種類の経路を介し
て行われ， HDLによる脱泡沫化にはnCEase依存性経路だけが，泡沫化抑制には両経
路が関与していることを報告している(71)(Fig. 19). nCEase依存性経路では nCEase
の酵素反応速度が律速であり，この経路によるコレステロールの移行速度は高等ほ乳
動物ほど遅いことが示されている(71， 74). 一方，再エステル化を介さず， リソソー
ムで水解されたコレステロールが直接細胞膜から HDLにより引き抜かれる nCEase
非依存性経路のコレステロール移行速度は極めて迅速である(71).従って， ACAT阻
害薬が共存する場合，コレステロールの再エステルイじが抑制されるため， nCEase依
存性経路は存在しなくなる.その結果， HDLによるコレステロール引き抜きはnCEase
非依存性経路のみに依存するようになるので，泡沫化抑制の促進が強く認められたと
考えられる.
HDL非存在下 CFig.20)および存在下 CFig.21) において， NTE-122は遊離コレス
テロール含量を増加させた.同様の結果は他の ACAT阻害薬 HL・004(29)および
E5324(32)を用いた研究でも報告されている.また， HDLは泡沫細胞から遊離コレス
テロールを引き抜くことにより ACAT活性を抑制し，コレステロールエステルの水
解を促進することが報告されている(70). Schrnitzらは ACAT阻害薬が泡沫細胞への
HDLの特異的結合を増強することを示した(75).ACAT阻害により増加した遊離コレ
ステロールが細胞膜へ移行し， HDLの細胞膜への特異的結合を増強する.その結果，
HDLによりコレステロールが引き抜きぬかれやすくなると考えられる.
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以上の成績から， NTE-122がヒトの動脈硬化病変に直接作用し，動脈硬化の進展
をより強く抑制し，さらに，退縮作用も示す可能性が示唆された.
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5.小括
NTE-122のマクロファージの泡沫化抑制作用および脱泡沫化促進作用を PMA処理
THP-1細胞を用いて，iηvItro実験系で検討した.NTE-122はHDLの共存下で Ac-LDL
と共に培養した PMA処理THP-1細胞の総コレステロール含量，特にコレステロール
エステル含量の増加(泡沫化)を抑制した.また， NTE-122は予め泡沫化させた PMA
処理THP-l細胞からの HDLによるコレステロールの引き抜き(脱泡沫化)を促進し
た. NTE-122の泡沫化抑制作用は脱泡沫化促進作用に比べより強力であった.これ
らの結果から， NTE-122がヒトにおいて泡沫細胞形成の抑制および泡沫細胞の退縮
促進により，抗動脈硬化作用を示し，特により強い泡沫化抑制作用を示すことが示唆
された.
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第 5章 コレステロール負荷動物におけるコレステロール低下作用
1.緒言
第 1"-'3章に記述した様に， NTE-122はinvItroにおいて強力な ACAT活性阻害作
用を示し，さらには肝細胞および小腸粘膜からの脂質分泌を抑制した.本章では in
viνoでの検討として，コレステロール負荷ラットを用いて， NTE-122の5日関連続経
口投与による血清および肝臓コレステロールの低下作用を他の ACAT阻害薬， E5324 
ならびに CI-976と比較検討した.また，コレステロール負荷ラットにおける NTE-122
の単回経口投与によるC4C]コレステロール吸収抑制作用を検討した.さらに，コレス
テロール負荷ウサギでの 8週間連続混餌投与による NTE-122のコレステロール低下
作用も検討した.
2.実験材料ならびに実験方法
2. 1.使用薬物
NTE-122， E5324およびCI-976は日清食品(株)中央研究所において合成されたも
のを使用した [4_14C]コレステロール (2.0GBq/mmoI)はAmersham社製のものを，
ソルエン 350ならびにハイオニックフローはPackard社製のものを使用した.
2. 2.実験動物および、飼育条件
雄性 SD系ラットは日本チヤールス・リバー社(東京)より，雄性 JWウサギは
北山ラベス社(長野)より購入した.動物は室温 23.5:f20C 湿度 55+10%および 12
時間明 (8"-'20時): 12時間暗 (20"-'8時)の条件下で飼育し，ラットの場合は通常
飼料 CRF-1(オリエンタル酵母社製)を自由摂取させ，ウサギの場合は通常飼料 RC-4
(オリエンタル酵母社製)を 1日100g与えて予備飼育した後，実験に使用した.
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2. 3. コレステロール負荷ラットにおけるコレステロール低下作用の検討
2. 3. 1.試験飼育期間ならびに投与条件
雄性 SD系ラット(180"-'200g)を代謝ケージに個別に収容し，コレステロール添
加飼料(1%コレステロール， 0.5%コール酸および 5%オリーブ池添加 CRF-1) を
7日間自由摂取させた.正常ラットには通常飼料として CRF-1を与えた.被験物質を
5%アラビアゴム溶液に懸濁し，コレステロール負荷3日目より 5日間強制経口投与
した.
2. 3. 2.血清および肝臓コレステロール含量測定
最終投与の 2時間後，エーテル麻酔下でラットの腹大動脈より採血を行い，肝臓
を摘出した.血液を 30分間放置後，遠心分離により血清を調製した.血清の総コレ
ステロール値(イアトローMA701T-CHO;ヤトロン社製)，遊離コレステロール値
(F-CHO試薬LrコクサイJ;国際試薬製)ならびに HDLコレステロール値 (PGポ
ール;ヤトロン社製，イアトロ-MA701T-CHO ;ヤトロン社製)を測定した.また，
総コレステロール値と遊離コレステロール値の差よりコレステロールエステル値を求
めた.摘出した肝臓はその一部を-400Cで使用時まで凍結保存した.凍結肝臓組織を
解凍した後，約 200mgをイソプロピルアルコール 3ml中でガラスホモジナイザー
を用いて破砕した.破砕液を 2，200)くgで 15分間遠心分離し，上清として肝臓脂質抽
出液を調製し，総コレステロール含量および、遊離コレステロール含量を各々コレステ
ロール Eー テストワコー(和光純薬製)，遊離コレステロール E-テストワコー(和光
純薬製)を用いて測定し，その差よりコレステロールエステル含量を求めた.
2. 4. コレステロール負荷ラットにおけるC4C]コレステロール吸収に対する作用
Kusunoki(76)らの方法に準じて行った.コレステロール 60mgおよびC4C]コレステ
ロール1.85MBqをトリオレイン1.56gと混合， 3.95 mg/mlコール酸ナトリウム水
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溶液で全量を 20mlに調製し，超音波処理を行ってC4C]コレステロール懸濁液を調製
した.雄性 SD系ラット (200"-'230g)を個別に収容し，上記コレステロール添加飼
料を 3"-'4日間自由摂取させた.ラットにC4C]コレステロール懸濁液 2mlおよび5%
アラビアゴム溶液に懸濁した被験物質を順次強制経口投与した • C4C]コレステロール
投与後，尾静脈より採血を行い，抗凝固剤としてヘパリンナトリウムを添加後，遠心
分離により血紫を得た.血紫 50μlをソルエン 350およびハイオニックフローと混合
し， 30分間静置した後，放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した.
2. 5. コレステロール負荷ウサギにおけるコレステロール低下作用の検討
2. 5. 1.試験飼育期間ならびに投与条件
雄性 JWウサギ (2.3"-'2.7kg) を金属ケージに個別に収容し，通常食 (RC-4)，コ
レステロール添加飼料 (0.25%コレステロール添加 RC-4) または各濃度の被験物質
(0.003， 0.006および0.012%NTE-122 :投与量として 1，2および4mglkg)を添加
したコレステロール添加飼料を 1日100g与え， 8週間飼育した.
2. 5. 2.血紫および肝臓コレステロール値測定
午前中 (9:30"-'10:30) に後耳介静脈より採血を行い，抗凝固剤として EDTAを添
加後，遠心分離により血紫を得た.血紫の総コレステロール値(イアトロ-MA701T-
CHO;ヤトロン社製)，遊離コレステロール値 (F-CHO試薬 LrコクサイJ;国際試
薬製)ならびに HDLコレステロール値 (PGポール;ヤトロン社製，イアトロ-MA701
T-CHO;ヤトロン社製)を測定した.また，総コレステロール値と遊離コレステロ
ール値の差よりコレステロールエステル値を求めた.
最終採血終了後，ウサギをペントバルビタール (30mglkg， i.vJ麻酔下で頚動脈
より放血致死させ，肝臓を摘出し，その一部を-400Cで保存した.凍結した肝臓組織
を解凍した後，コレステロール負荷ラットの場合と同様の方法で総コレステロール含
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量，遊離コレステロール含量およびコレステロールエステル含量を測定した.
2. 6.統計処理
結果は平均値士標準誤差で表示した.有意差検定は 2群聞の場合はまず F検定を
行い，正規分布である場合はStudent's(-検定で実施し，正規分布で、ない場合はAspin-
Welch法で実施した.多群問の場合は Dunnett法により実施した. P<0.05の場合を有
意差有りと判定した.
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3.実験結果
3. 1. コレステロール負荷ラットにおけるコレステロール低下作用
コレステロール負荷によりラットの血清総コレステロール値は，通常飼料飼育ラ
ットに比べ有意に増加した(コレステロール負荷群:280.1 mg/dl，正常群:88.3 mg/dl) 
(Fig. 23). また，コレステロール負荷によりラットの血清遊離コレステロール値な
らびにコレステロールエステル値も通常飼料飼育ラットに比べ有意に増加した.とれ
に対し， NTE-122は用量依存的かつ有意に血清総コレステロール，遊離コレステロ
ールおよびコレステロールエステル値を正常ラットのレベルまで減少させた (Pig.23
(a)"-'(c)) .一方，血清 HDLコレステロール値はコレステロール負荷により有意に減
少したが， NTE-122の投与により用量依存的に正常群のレベルまで回復した (Pig.23
(d)) .血清総コレステロール値から求めた 50%有効用量 (ED50値)は 0.12mg/kg/day 
であった.これに対し， E5324および CI-976の ED50値は各々 3.5，7.0 mg/kg/dayで
あった (Table9). 
肝臓総コレステロール含量はコレステロール負荷により，通常飼料飼育ラットに
比べ約 19倍に増加した (Fig.24). また，コレステロール負荷ラットでは，肝臓遊離
コレステロール含量ならびにコレステロールエステル含量も通常飼料飼育ラットに比
べ有意に増加した.これに対し， NTE-122は肝臓総コレステロールおよびコレステ
ロールエステル含量を用量依存的かっ有意に減少させた.肝臓遊離コレステロール含
量も NTE-122の投与により減少したが，有意な減少が認められたのは 0.1mg/kg/day 
以下の低用量だけであった.肝臓総コレステロール含量における ED50値は 0.44
mg/kg/dayと判断された.一方， E5324および CI-976の肝臓総コレステロール含量に
おける EDso値は各々 290，32.0 mg/kg/dayであった (Table9). 
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Fig. 24 Effect of NTE-122 on the contents of total cholesterol (a)， free cholesterol(b) and 
cholesteryl esters (c) in the liver of cholesterol diet-fed rats. Each value represents the 
mean:t S.E.M. (N =ι8). 
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Fig. 23 Effect of NTE-122 on the levels of total cholesterol(a)， free cholesterol 
(b)， cholesteryl esters (c) and HDL cholesterol (d) in the serum of cholesterol diet-
fed rats. Each value represents the mean :t S.E.M. (N = 6-8). 
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Table 9 Cholesterol-lowering effects of NTE-122， E5324 
and CI-976 in serum and liver of cholesterol diet-fed rats 
EDSO (mg/kg/day) 
Tissues 
NTE-122 E5324 CI-976 
Serum 0.12 3.5 7.0 
Liver 0.44 290 32 
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3. 2. コレステロール負荷ラットにおけるC4C]コレステロール吸収抑制作用
C4C]コレステロール投与後，ラット血柴の放射活性は 8時間後まで経時的に増加し
たが，その後は血策放射活性は減少した.とれに対し， C4C]コレステロール投与直前
にNTE-122(1 mg/kg)を単回経口投与したラットの血紫放射活性は投与 2時間後か
ら 48時間後までの間，ほぼ一定であり，対照群に比し有意に低かった.従って，
NTE-122は顕著なコレステロール吸収抑制作用を示した CFig.25). 
81 
200 
、宮日E~ 150 
司=
WC3 D 
戸叫
× 、-〆
開・。'-・司
申ωm ω d
開・。圃
.c 
巳J
r-・『
巳J
守
F・4
1....1 
d * 。 8 16 24 32 40 48 
Time after administration (hr) 
-OControl e--NTE・1221mglkg * : P<0.05 (vs Control) 
Fig. 25 Inhibitory effect of NTE-122 on the dietary [14C]cholesterol 
absorption in cholesterol diet-fed rats. Each value represents the mean :t 
S.E.M. (N = 4). 
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3. 3. コレステロール負荷ウサギにおけるコレステロール低下作用
コレステロール負荷期間中ウサギの血策総コレステロール値は著明に増加した.
とれに対し， NTE-122は用量依存的かつ 2mg/kg以上の用量において有意に血紫総コ
レステロール値の増加を抑制した CPig.26). Table 10に8週間の実験飼育終了時の血
衆脂質値を示した.血策総コレステロール値の他，遊離コレステロール値，コレステ
ロールエステル値ならびに HDLコレステロール値の全てが，コレステロール負荷に
より有意に増加した. NTE-122は用量依存的に血策総コレステロール，遊離コレス
テロールおよびコレステロールエステル値を正常レベルまで低下させた.血紫 HDL
コレステロール値はNTE-122の投与により有意な変化を示さなかった.
実験終了時のウサギ肝臓総コレステロール，遊離コレステロールおよびコレステ
ロールエステル含量を Fig.27に示した.コレステロール負荷により 3種類の肝臓コ
レステロール含量は有意に増加したが， NTE-122は用量依存的かつ有意にこれらを
減少させた.
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Fig. 26 Effect of NTE-122 on plasma total cholesterol level in cholesterol diet-fed 
rabbits. Each value represents the mean :t S.E.M. (N = 7-8). 
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Table 10 Effect of NTE-122 on plasma cholesterollevels in cholesterol diet-fed rabbits 
Dose Total cholesterol Fra cholesterol Cholesteryl esters HDL cholesterol 
Treatment (mg/kg/day) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) 
Normal 16.0:t 2.9 6.0:t 1.1 10.1:t 1.8 9.3 :t 2.0 
Control 221.6 :t28.4柑 60.9:t 8.4## 160.7 :t20.2柑 23.6:t 2.7柑
NTE-122 202.4 :t 51.1 55.2:t 17.4 147.2 :t 33.9 17.7:t 1.4 
2 78.4:t 16.1* 19.2:t 3.6* 59.3:t 12.5牢 20.9:t 3.2 
4 29.9:t 3.4*本 8.5:t 1.0** 21.4:t 2.4** 18.8:t 1.7 
Each value represents the mean :t S.E.M.例=7-8).柑:Significantly different from normal， P < 
0.01.へ林:Signi fican tly differen t仕omcontrol， P < 0.05， P < 0.01， respectively. 
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4.考察
NTE-122はコレステロール負荷ラットおよびウサギに対し強いコレステロール低
E5324ならびにその作用は invitroの結果同様，他の ACAT阻害薬，下作用を示し，
CI-976に比べ明らかに強力であった.コレステロール負荷ラットにおいては， NTE-122 
逆に血清 HDLコレステロール値を増加させが血清総コレステロール値を減少させ，
LDL等)NTE-122はHDLを除く動脈硬化性リポタンパク質(礼DL，たことから，
ラットの血清HDLのコレステロール値を強力に低下させたことが示唆された.なお，
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この現象はウサギでは認コレステロール値はコレステロール負荷により減少したが，
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コレステロール負荷一般に，その機序についてはよく理解されていない.められず，
動物モデ、ルでは小腸からのコレステロール吸収が直接的に高コレステロール血症を引
小腸 ACAT活性の阻害によりコレステロール低下作用が示されき起こすことから，
Sakumaらは経口非吸収性の ACAT阻害薬 FR129169が体内へのコレス32). る(21，
テロール吸収量を低下させることにより，肝臓の ACAT活性およびコレステロール
これらの報告を考え合わせると， NTE-122 含量を低下させたことを報告している(77).
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NTE-122はラットにおけるC4C]臓コレステロールを低下させたと考えられる.実際，
コレステロール吸収を有意に抑制した (Fig.25).他の ACAT阻害薬である F-1394(76)，
柑:P < 0.01 (vs Norrnal)，ヘ料 :Pく0.05，0.01(vs Control) 
FY-087(78)およびYM-17E(24)はC4C]コレステロール吸収を抑制するためには30mg/kg 
NTE-122の
NTE-122は臨床使用した際に他の ACAT阻害
さらにその有意なコレステロール吸収抑制作用は，
様に長時間持続しなかった.従って，
の用量を必要とし，
Fig. 27 Effect of NTE-122 on the contents of total cholesterol (a)， free cholesterol 
(b) and cholesteryl esters (c) in the liver of cholesterol diet-fed rabbits. Each value 
represents the mean :t S.E.M. (N = 7-8). 
NTE-122のラッしかし，薬より強力かつ持続性に優れている可能性が考えられる.
ト肝臓コレステロール低下作用において，総コレステロールおよびコレステロールエ
遊離コレステロール含量は用量依存的ステル含量は用量依存的に低下したのに対し，
しかも，有意な肝臓遊離コレステロール低下作用を示したの
は0.1mg/kg/day以下の低用量だけであった (Fig.24).これはNTE-122が0.1mg/kg/day 
な低下を示さなかった.
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以下の場合，NTE-122の肝臓 ACAT活性阻害作用に比べて小腸のコレステロール吸
収阻害作用が強く発現し，その結果，肝臓の総コレステロール，遊離コレステロール
およびコレステロールエステルのすべてが低下した可能性が考えられる.これに対し，
NTE-122が 0.3mglkg/day以上の場合，小腸のコレステロール吸収阻害作用に比べ肝
臓 ACAT活性阻害作用が強く現れたため，肝臓コレステロールエステル含量の低下
に伴って，相対的に遊離コレステロール含量が増加したことが考えられる.その結果
として肝臓総コレステロールおよびコレステロールエステル含量の有意な低下に比し，
遊離コレステロール含量の有意な低下がみられなくなったと推察された.従って，
NTE-122はコレステロール負荷ラットにおいて，小腸からのコレステロール吸収抑
制だけでなく肝臓におけるコレステロール代謝にも作用してコレステロール低下作用
を示すととが示唆された.
一方，コレステロール負荷ウサギの場合はラットの結果と異なり， NTE-122によ
る総コレステロール，遊離コレステロールおよびコレステロールエステルの低下は，
血策と肝臓においでほぼ同じ用量反応性を示した.これらの結果から，ウサギ肝臓に
おける NTE-122のコレステロール低下作用は直接的な作用ではなく，小腸からのコ
レステロール吸収抑制の二次的な作用であることが推察される. Matsuoらもコレス
テロール負荷ウサギにおける ACAT阻害薬FR145237の作用において同様のごとを報
告している(79). さらに， NTE-122がラットおよびウサギ肝臓ACAT活性に対しほぼ
同程度の阻害作用を示した(第 1章， Table 2参照)のに対し，両種の肝臓遊離コレ
ステロール含量に対する NTE-122の作用が異なっていたことは，両種間での NTE-122
の生物利用性(吸収・分布・代謝)，または食餌性高コレステロール血症における肝
臓 ACATの寄与の違いを反映したものと考えられる.
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5.小括
NTE-122の m VlVOにおけるコレステロール低下作用をコレステロール負荷ラ ット
およびコレステロール負荷ウサギを用いて検討した.その結果，コ レステロール負荷
ラットにおいて， NTE-122は小腸の ACATを阻害することにより，コ レステロール
の吸収を抑制すると同時に，肝臓においても ACAT阻害作用を示していることが示
唆された. 一方，コレステロール負荷ウサギにおいても NTE-122は強力なコレステ
ロール低下作用を示したが，ラ ットの場合とは異なり，小腸からのコレステロール吸
収の阻害に大きく依存していることが考えられる.
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結論
新規 ACAT阻害薬 NTE-122(26)のコレステロール代謝に対する薬理学的特性の解
明を目的として無細胞，培養細胞および実験動物レベルで検討し，以下の知見を得た.
1) NTE-122はヒト培養細胞 (HepG2細胞， CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞)， 
ウサギ臓器(肝臓，小腸，大動脈)，ラット臓器(肝臓，小腸)，マウス臓器(肝
臓)ならびにマウスマクロファージ細胞 (1774.1細胞)のミクロソーム ACAT
活性を 8.8X 10-10"-'3.6 X 10-7 M のIC50値で抑制した.特に，ACAT-lのみが発現
していると考えられるマクロファージおよび大動脈では， NTE-122の阻害作用
はマウスやウサギに比べヒト (PMA処理 THP-1細胞)においてより強力であっ
た.また，その阻害様式は競合的措抗阻害であった NTE-122はヒト培養細胞
(HepG2細胞， CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞)の細胞コレステロールエ
ステル化活性を 3.5""-'6.0X 10-9 MのIC50値で抑制し，ラット腹腔マクロファージ
およびマウス 1774.1細胞に対する作用よりも強かった.従って， ACAT-lにおい
ては， NTE-122はヒト ACAT-lをより強く阻害するととが細胞レベルでも確認
された.一方， NTE-122は他の脂質代謝関連酵素 (HMG-CoA還元酵素，アシル
CoA合成酵素， aCEase， nCEase， LCAT， AGAT，コレステロール 7α一水酸化酵
素)ならびに HepG2細胞のコレステロール生合成に対し， 10-5 M までほとんど
阻害作用を示さず， TGおよび、 PL生合成に対しでも細胞コレステロールエステ
ル化活性を完全に阻害した濃度 (10-7M)で影響を与えなかった.これらのこと
から， NTE-122はACATを選択的に阻害することが示された.
2) NTE-122は 25-ヒドロキシコレステロール処理 HepG2細胞のコレステロールエ
ステル， TGおよびアポ Bの分泌を濃度依存的に阻害した.とれらの結果から，
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本化合物が肝細胞の ACATを阻害することにより，肝細胞から分泌されるアポ
B含有リボタンパク質 (VLDL) 中のコレステロールエステル含量およびアポ B
含有リポタンパク質分泌量を低下させることが示唆された.また， NTE-122は
HepG2細胞の胆汁酸分泌を 10・8M 以上の濃度で増加させた.との結果より，本
化合物が ACAT阻害により肝細胞中で増加した遊離コレステロールからの胆汁
酸の合成を冗進し，胆汁を介したコレステロールの体外への排池を促進するこ
とが示唆された.以上の成績から， NTE-122は肝臓 ACAT阻害により肝臓から
のコレステロール分泌量を減少させ，また， 二次的に胆汁分泌を増加させると
とによりコレステロール低下作用を示す可能性が考えられた.
3) NTE-122はメンブレンフィルター上に培養した CaCo-2細胞の紫膜側へのコレス
テロールエステルおよびTG分泌を濃度依存的かつ 10-8M以上で有意に阻害した.
以上の結果から，本化合物が小腸粘膜の ACATを阻害することにより小腸粘膜
から分泌されるカイロミクロンのコレステロール含量およびカイロミクロンの
分泌量を減少させ，小腸からのコレステロール吸収を抑制することが示唆され
た.
4) NTE-122はHDL存在下および非存在下での Ac-LDLによる PMA処理 THP-1細
胞の泡沫化(コレステロールエステル蓄積)を 10-9M 以上で有意に抑制した.
また， Ac-LDLにより予め泡沫化させた PMA処理 THP-1細胞からの HDLによ
る脱泡沫化作用を 10-8M以上で有意に促進した.これらの結果から，本化合物
が動脈硬化病変に直接作用して，動脈硬化病変の進展を抑制し，さらに退縮さ
せる可能性が考えられた.
5) NTE-122をコレステロール負荷ラットに 5日関連続経口投与した場合，血清総
91 
コレステロール値および肝臓総コレステロール含量を各々 0.12，0.44 mg/kg/day 
の EDso値で低下させた.また，このときの肝臓遊離コレステロール含量の動態
から，肝臓における NTE-122の ACAT阻害が推察された.NTE-122がコレステ
ロール負荷ラットのC4C]コレステロール吸収を 1mg/kgの単回経口投与により，
強力に阻害したことから，本化合物が小腸のコレステロール吸収を抑制するこ
とが示唆された.また，本化合物はコレステロール負荷ウサギにおいても強力
なコレステロール低下作用を示した.
以上， NTE-122は肝臓，小腸およびマクロファージ等の ACAT活性を強力かつ選
択的，括抗的に阻害し，小腸からのコレステロール吸収および、肝臓からの、lLDLを
介したコレステロール分泌を抑制すると共に，肝臓からの胆汁酸排池を促進すること
によって強力なコレステロール低下作用を示すことが考えられた.また， NTE-122 
のマクロファージ ACAT活性阻害作用は実験動物に比しヒトにおいてより強力であ
り，本化合物はコレステロール低下作用によって動脈硬化症のリスクを低減させるだ
けでなく，血管壁に直接作用することによって動脈硬化病変の進展抑制ならびに退縮
作用を示す新規な高脂血症治療薬として効果を発揮する可能性が明らかとなった.
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